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ABP   androgen binding protein 
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AMH   Anti-Müller-Hormon 
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AR   Androgenrezeptor 
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CAG   Cytosin-Adenosin-Guanin 
cDNA  complementary DNA 
DAPI   4`6`-Diamidin-2-phenylindol 
DHT   Dihydrotestosteron 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
FSH   follikelstimulierendes Hormon 
hCG   humanes Choriongonadotropin 
HE   Hämatoxylin/Eosin-Färbung 
hsp   heat shock proteins 
LH   luteinisierendes Hormon 
MM   Master-Mix 
mRNA  messenger RNA 
NTC   no template control, Negativkontrolle 
PAGE  Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
PCR   polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 
PSA  Prostata-spezifisches-Antigen 
RNA   Ribonukleinsäure 
RT   Reverse Transkription 
SBMA  spinale bulbäre Muskelatrophie 








Abb. 1: Schema der Spermatogenese (modifiziert nach Bergmann 2005) 
Abb. 2: Keimtubulus in Paraffin, HE x40 
Abb. 3: Aufbau des Androgenrezeptors (AR) 
Abb. 4: Schema zur Funktionsweise von Kernrezeptoren 
Abb. 5: Methodische Vorgehensweise 
Abb. 6: Vektorkarten 
Abb. 7: Schmelzkurve Real-time quantitative PCR 
Abb. 8: PCR auf AR in Sertoli Zelllinien 
Abb. 9: 93RS2 Zellen 
Abb. 10: 93RS2 Zellen 
Abb. 11: 93RShAR18 Zellen 
Abb. 12: 93RShAR36 Zellen 
Abb. 13: Expression von hAR-GFP Konstrukt in 93RShAR18 Zellen 
Abb. 14: Expression von hAR-GFP Konstrukt in 93RShAR36 Zellen 
Abb. 15: Expression von hAR-GFP Konstrukt in 93RShAR18 Zellen 
Abb. 16: untransfizierte 93RS2 Zellen 
Abb. 17: PCR auf hAR in Sertoli Zellen 
Abb. 18: Western Blot hAR18 und hAR36 
Abb. 19: PAGE (Bestimmung der CAG-Repeat Länge 
Abb. 20: Housekeeping-Gene Ratte 
Abb. 21: Expression von AR und Clusterin in 93RS2; 93RShAR18; 93RShAR36 
Abb. 22: PCR Produkte AR/Clusterin aus RT-PCR von 93RS2; 93RShAR18; 
                     93RshAR33 
VII 
 
Abb. 23: Expression von AR und Clusterin nach T in 93RShAR17 
Abb. 24: Expression von AR und Clusterin nach T in 93RShAR33 
Abb. 25: Expression von Clusterin nach T in 93RS2 
Abb. 26: Expression von Clusterin und AR nach T über 1 Stunde 

























Tab. 1: Reagenzien; Volumina; PCR Programm Amplifikation AR Trueclone® 
Tab. 2: Agarosegelelektrophorese Amplifikation AR Trueclone® 
Tab. 3: Reagenzien; Volumina; Protokoll TA Konierungen 
Tab. 4: Protokoll Mini-Präparation 
Tab. 5: Reagenzien; Volumina; Kontrollverdau ARCAG18 
Tab. 6: Reagenzien; Volumina; Restriktionsdoppelverdau AR/CAG 18 und 36 
Tab. 7: Reagenzien; Volumina; Restriktionsdoppelverdau AR/CAG 14 
Tab. 8: Reagenzien; Volumina; Gelextraktion QIAEX II 
Tab. 9: Reagenzien; Volumina; Ligation AR cDNA-Fragmente 
Tab. 10: Transformation der Ligationsansätze mit chemisch kompetenten E.Coli 
Tab. 11: Reagenzien; Volumina; RNA Isolierung aus Sertoli Zelllinien 
Tab. 12: Reagenzien; Volumina; Protokoll RNA Aufreinigung  
Tab. 13: Reagenzien; Volumina; Protokoll cDNA Synthese 
Tab. 14: Reagenzien; Volumina; PCR auf AR in Sertoli Zelllinien 
Tab. 15: Selektionsversuch an untransfizierten 93RS2 Zellen 
Tab. 16: Reagenzien; Volumina; Transformation der AR-Klone 
Tab. 17: Reagenzien; Volumina; Midi-Präparation 
Tab. 18: Reagenzien; Volumina; Transfektion mit MP-100 
Tab. 19: Reagenzien; Volumina; Immunfluoreszenz GFP 
Tab. 20: Reagenzien; Volumina; PCR auf hAR 
Tab. 21: Proteinextraktion aus 93RS2, 93RshAR18 und 93RshAR36 
Tab. 22: Reagenzien; Volumina; Proteinmessung 
Tab. 23: Volumina, Protokoll Probenvorbereitung Western Blot 
Tab. 24: Reagenzien; Volumina; Protokoll Gelelektrophorese 
Tab. 25: Reagenzien; Volumina; Transfer der aufgetrennten Proteine 
IX 
 
Tab. 26: Protokoll Blockierung unspeziefischer Bindungsstellen 
Tab. 27: Protokoll Inkubation mit Primärantikörper 
Tab. 28: Protokoll Inkubation mit Sekundärantikörper 
Tab. 29: Protokoll Inkubation mit Peroxidase 
Tab. 30: Protokoll Farbreaktion 
Tab. 31: Reagenzien, Volumina, Protokoll PAGE-PCR 
Tab. 32: Reagenzien, Volumina, Polyacrylamidgel 
Tab. 33: Reagenzien, Volumina, Protokoll PCR Housekeeperplatte 
Tab. 34: Reagenzien, Volumina, Protokoll Real-time quantitative PCR 
Tab. 35: Reagenzien, Volumina, Probenvorbereitung für ELISA 











































1. Einleitung und Ziele 
 
Bei der Ausprägung des männlichen Phänotyps, sowie für die Initiation und den 
vollständigen Ablauf der Spermatogenese, spielen die Sexualhormone Testosteron (T) 
und 5α-Dihydrotestosteron (DHT) eine entscheidende Rolle (Weinbauer u. Nieschlag 
1998). Im männlichen Reproduktionstrakt werden deren biologische Wirkungen über 
den  Androgenrezeptor (AR) vermittelt. Dieser wird in verschiedenen Geweben in 
unterschiedlichen Zellen exprimiert. Im Hoden in den Sertoli-Zellen, den peritubulären- 
Zellen und den Leydig-Zellen (Chang et al. 1988; Lubahn et al.1988; Tilley et al. 1989; 
Regadera et al. 2001), nicht aber in den Keimzellen. Die Wirkung von Androgenen auf 
die Keimzellen wird über die Sertoli Zellen vermittelt (benannt nach dem italienischen 
Physiologen und Histologen Enrico Sertoli). Verschiedene Untersuchungen zeigten, 
dass Spermatogenesedefekte immer mit einer gestörten Differenzierung dieser Zellen 
(Bruning et al. 1993; Steger et al. 1999) assoziiert sind.  
Die Expression des AR in den Sertoli Zellen selber und die Untersuchung seiner 
androgenvermittelnden Wirkung auf nachgeschaltete, für die Spermatogenese 
wichtiger Gene, ist daher von großem Interesse. Der AR gehört zur Familie der 
Steroidhormonrezeptoren und repräsentiert einen liganden-aktivierten 
Transkriptionsfaktor (Collins et al. 2003). Der Wirkmechanismus der 
Steroidhormonrezeptoren besteht aus mehreren Teilschritten. Zunächst muss die 
Bindung des entsprechenden Liganden, im Fall des AR, von Testosteron oder 5α-
Dihydrotestosteron, erfolgen. Dies führt zu verschiedenen Modifikationen in der 
Struktur des AR (Coffey et al. 2012), etwa einer Phosphorylierung oder Acetylierung. 
Der entstandene AR-Komplex disloziert dann in den Zellkern und bindet dort an 
spezifische Bereiche der DNA, den androgen responsive elements (AREs). Über eine 
Aktivierung oder Hemmung weiterer Co-Faktoren des AR wird dann die Expression 
nachgeschalteter, AR abhängiger, Gene reguliert. Nach neueren Vorstellungen 
befinden sich allerdings die ungebundenen, also freien Rezeptoren im Zellkern, wo 
dann die Ligandbindung stattfindet. 
Das für den AR codierende Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und umfasst 8 
Exone unterschiedlicher Länge (Tsai u. O´Malley, 1994). 
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Das Exon 1 des AR-Gens weißt eine polymorphe Trinukleotidsequenz auf. Diese wird 
CAG-Repeat genannt und codiert für einen Glutaminstrang. Die physiologische 
Variabilität in der Länge dieses CAG-Repeats beträgt etwa 21± 2 (Quigley et al. 1995), 
mit einer Spanne je nach Autor, zwischen 11 und 31 (La Sprada et al. 1991) bzw. 9 
und 36 (Andrew et al. 1997). 
Die Anzahl der hintereinanderliegenden CAG scheint wiederum eine wichtige Rolle bei 
der Regulation der transkriptionalen Aktivität des AR zu spielen (Sleddens et al. 1992; 
Gao et al. 1996). Repetitive Sequenzen wie das CAG-Repeat zeigen bei der 
Replikation der DNA allerdings eine erhöhte Anfälligkeit für „Lesefehler“ der DNA-
Polymerasen.  Somit ist es nicht verwunderlich, dass es zu großen Abweichungen in 
diesem Bereich, auch außerhalb der physiologischen Spanne, kommen kann. Es 
konnte gezeigt werden, dass Veränderungen der CAG-Repeat Länge außerhalb der 
physiologischen Spanne mit verschiedenen Krankheitsbildern assoziiert sind, wie der 
sogenannten Kennedy`s Disease, einer neuromuskulär degenerativen Erkrankung  
(La Sprada et al. 1991, Choong et al. 1996), der Huntington-Disease, einer 
degenerativen Erkrankung des zentralen Nervensystems (Zühlke et al. 1993), sowie 
dem  Androgen Insensitivity Syndrom (Gottlieb et al. 1999).   Es stellt sich die Frage, 
inwieweit die CAG-Repeat Länge die Funktionalität des AR als Transkriptionsfaktor 
beeinflusst oder beeinflussen kann? Ob bei einer unterschiedlichen CAG-Repeat 
Länge des AR, innerhalb der physiologischen Spanne, eine reduzierte 
Transaktivierungsfunktion in Bezug auf nachgeschaltete Gene zeigt? Im 
Umkehrschluss könnte eine reduzierte Transaktivierungsfunktion in Bezug auf die 
Testosteronsensitivität des AR Einfluss auf den Ablauf der Spermatogenese und damit  
auf die  Fruchtbarkeit des Mannes haben. 
Ziel dieser Arbeit ist es, zunächst a) zwei humane AR Klone mit verschiedenen CAG-
Repeat-Längen innerhalb der physiologischen Varianz zu generieren. In einem 
zweiten Schritt b) sollen zwei Sertoli-Zellsysteme entwickelt werden, in denen die 
CAG-Repeat-Länge des in der jeweiligen Zelllinie exprimierten AR bekannt ist, um 
Stimulationsversuche vergleichbar durchführen zu können.  Die AR-Varianten sollen 
dafür in immortalisierte Ratten-Sertoli-Zellen ohne eigenen AR, stabil transfiziert und 
die neuen Sertoli Zelllinien anschließend charakterisiert werden.   
In einem dritten Schritt c) soll exemplarisch ein möglicher Einfluss der 
unterschiedlichen CAG-Repeat-Längen in den Zelllinien auf die Regulation eines 
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nachgeschalteten Gens mittels Testosteronstimulation untersucht werden. Als direkt 
vom AR reguliertes Gen wurde Clusterin (SGP-2) ausgewählt, da es eines der am 
längsten bekannten, sowie ein deutlich in Sertoli- und epidydimalen Zellen von Ratte 
und Mensch exprimiertes Gen ist (Collard et al. 1987, Sylvester et al.1991). Die 
Expression von Clusterin und auch vom AR sollen nach der Stimulation mit 
unterschiedlichen Testosteronkonzentrationen  auf mRNA-Ebene, die des Clusterin 























2.1. Entwicklung, Histologie des Hodens 
 
Die Funktion des Hodens besteht im Wesentlichen aus der Bildung der männlichen 
Keimzellen und der männlichen Geschlechtshormone. 
Erste Anzeichen zur Differenzierung des Hodens zeigen sich in der 
Embryonalentwicklung über die Bildung der frühen Keimstränge und der Tunica 
albuginea. Die Septula testis und das Mediastinum testis entstehen ebenfalls aus 
mesenchymalen Anteilen der frühen Keimstränge. Aus den Keimsträngen entwickeln 
sich auch die Tubuli seminiferi.  Sertoli-Zellen und Leydig-Zellen entwickeln sich aus 
den Blastemzellen der Tubuli seminiferi, die Spermatogonien aus 
Primordialkeimzellen. 
Das Rete testis differenziert sich aus Strängen ohne Keimzellen und vereint sich mit 
den Ductuli efferentes, die ihrerseits aus den Urnierenkanälchen hervorgegangen sind. 
Das Keimdrüsenepithel schließlich entsteht aus dem Oberflächenepithel der 
Keimdrüsenanlage und wird zum Mesothel des serösen Hodenüberzuges (Schnorr u. 
Kressin 2001). 
Im histologischen Aufbau besteht der Hoden aus dem Hodenparenchym im Inneren 
und einer dieses umgebenden bindegewebigen Kapsel (König, Liebig 2002). 
Zu den bindegewebigen Anteilen des Hodens zählen die Bindegewebskapsel (Tunica 
albuginea), die Bindegewebssepten (Septula testis) und der Bindegewebskörper 
(Mediastinum testis).  
Das Hodenparenchym beinhaltet die Tubuli seminiferi contorti, die Tubuli seminiferi 
recti, sowie das Rete testis mit den Ductuli efferentes. Eine detaillierte Übersicht des 






2.2. Zellpopulationen des Hodens 
Die funktionellen  Zellen des Hodens  sind Sertoli-Zellen, Keimzellen, Leydig-Zellen 




Im Keimepithel treten bei allen Säugetieren neben den Keimzellen auch andere 
somatische Zellen auf, die als  „Ammenzellen“ oder „Stützzellen“ beschrieben werden. 
Die gebräuchlichste Bezeichnung ist jedoch die nach dem Erstbeschreiber Enrico 
Sertoli (1842 – 1910), Sertoli-Zellen (Sertoli 1865).  
Die Sertoli-Zellen sind hochprismatische Zellen die der Basalmembran des 
Keimepithels aufsitzen, wobei sie sich lumenwärts pyramidenförmig verjüngen. Sie 
sind zwischen den sich differenzierenden Keimzellen angeordnet und stehen mit 
diesen in funktionellem und auch strukturellem Kontakt (Liebig 2003).  Die Zellkerne 
der Sertoli-Zellen sind dreieckig bis oval, meist aber eher unregelmäßig geformt und 
zeigen einen prominenten Nukleolus. Die Anzahl der Sertoli-Zellen ist bereits mit 
Eintreten der Pubertät festgelegt und nimmt im Alter ab, was neben anderen Faktoren 
eine reduzierte Fruchtbarkeit im Alter bedingen soll (Sharpe et al. 2003).  Die Sertoli-
Zellen übernehmen im Keimepithel eine Vielzahl wichtiger Aufgaben, so dass eine 
physiologisch ablaufende Spermatogenese ohne diese nicht möglich ist (Griswold 
1998). Als sogenannte „Stütz-/Ammenzellen“ behalten die Sertoli-Zellen während der 
gesamten Spermatogenese den Kontakt mit den Keimzellen, dadurch wird eine 
mechanische Stabilität in der Tubuluswand und der transzelluläre Stoffaustausch 
zwischen Sertoli-Zellen und Keimzellen ermöglicht. Zwischen einzelnen Sertoli-Zellen 
bestehen im basolateralen Zellbereich Verbindungen der Plasmamembranen, die 
sogenannten tight junktions (Griswold 1998). Diese Verbindungen stellen eine Barriere 
zwischen zirkulierendem Blut und Lymphe auf der einen und dem Inneren des 
Keimtubulus auf der anderen Seite da. Diese sogenannte Blut-Hoden-Schranke wurde 
beim Menschen (Bergmann et al. 1989) und bereits einige Jahre früher bei der Ratte 
(Dym et al. 1970) beschrieben. Sie dient dem Schutz der Keimzellen vor Angriffen 
durch das körpereigene Immunsystem. Neben anderen phagozytotisch aktiven Zellen 
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wie Makrophagen, sind auch Sertoli-Zellen in der Lage etwa degenerierte Keimzellen 
zu phagozytieren (Nakanishi et al. 2004). 
Sertoli-Zellen sezernieren differenzierungsabhängig eine ganze Reihe von Proteinen. 
Diese dienen wie beispielweise das fetal exprimierte Cytokeratin 18 zur 
Zytoskelettformierung. Das Anti-Müller-Hormon (AMH) wird in den Sertoli-Zellen des 
embryonalen Hodens gebildet und bewirkt die Rückbildung der Müller`schen Gänge, 
was entscheidend für die männliche Geschlechtsentwicklung ist. Das ab der Pubertät 
exprimierte androgen binding protein (ABP) ist ein Tansportprotein und das ebenfalls 
ab der Pubertät exprimierte Connexin 43 (Cx43) gehört zu den 
Transmembranproteinen und ist durch die Bildung von gap junctions für die Zell zu 
Zell-Interaktion von großer Bedeutung. Als direktes Zielgen des Androgenrezeptors 
sind Clusterin oder Rhox zu nennen (Wang et al. 2006).  
 
2.2.2. Keimzellen 
Im Keimepithel befinden sich außer den Sertoli-Zellen noch die Keimzellen. Diese 
liegen in einem Tubulusquerschnitt in unterschiedlichen Entwicklungsstadien vor 
(Clermont 1963). Aus einer basal liegenden Spermatogonie, mit einem eher kugeligen, 
chromatinreichen Zellkern, entstehen durch eine mitotische Teilung eine A- und eine 
B-Spermatogonie. Die A-Spermatogonie dient als Reservezelle und teilt sich später 
wieder in eine A- und B-Spermatogonie. Die B-Spermatogonie teilt sich mitotisch und 
wird zur primären Spermatozyte, mit einem großen, strukturierten Zellkern. Diese tritt 
dann in die erste meiotische Reifeteilung ein. Die postmeiotischen runden 
Spermatiden haben einen runden, dunklen Zellkern und wenig Zytoplasma. Elongierte 
Spermatiden weisen einen eher länglichen Kern auf und erinnern morphologisch 
schon an „reife“ Spermien. Bei den fertigen Spermien zeigt der Spermienschwanz 
lumenwärts, der abgeflachte Kern sitzt apikal im Keimepithel. Die Spermien weisen 
einen haploiden Chromosomensatz auf und werden an das Tubuluslumen abgegeben. 
Über peristaltische Bewegungen der Tubuluswand gelangen die Spermien schließlich 






2.2.3. Peritubuläre Myoidzellen 
Diese Zellen liegen als kontraktile Fibozyten (Myofibroblasten) in der Tubuluswand. 
Sie ermöglichen den Transport der ins Lumen des Keimtubulus abgegeben Spermien 




Zwischen den Hodenkänalchen, im interstitiellen Bindegewebe liegen zusammen mit 
Blut-, Nerven- und Lymphgefäßen, sowie vereinzelten Zellen des Immunsystems wie 
Makrophagen, die meist in Gruppen angeordneten Leydig-Zellen. Sie werden auch 
Leydig`sche Zwischenzellen genannt und sind nach dem Erstbeschreiber, dem 
Anatom Franz von Leydig (1821-1908) benannt. Die Hauptaufgabe der Leydig-Zellen 
ist die Testosteronsynthese (Weinbauer et al. 2010). Neben Testosteron werden noch 
weitere Hormone, zumeist Peptide, synthetisiert, die aber eher autokrine oder 
parakrine Funktion haben. 
Die erste Generation der Leydig-Zellen differenziert sich aus Blastemzellen, die nicht 
an der Bildung der Hodenkanälchen beteiligt sind. Diese trägt mit der Synthese von 
Testosteron zur Ausbildung der männlichen Geschlechtsorgane bei (Schnorr u. 
Kressin 2001). Prinzipiell unterscheidet man zwischen fetalen und adulten Leydig-
Zellen, die trotz biochemischer und auch morphologischer Unterschiede beide der 
Synthese von Testosteron dienen (Svechnikov et al. 2010). Morphologisch sind die 
Zellen unregelmäßig polygonal geformt, mit einem runden euchromatinreichen 
Zellkern. Die Leydig-Zellen zeigen einen hohen Gehalt an glattem endoplasmatischem 
Retikulum, sowie zahlreiche Mitochondrien, was bereits Hinweise auf eine endokrine 
Funktion gibt (Kühnel 2002). Durch das luteinisierende Hormon (LH) der Hypophyse 
werden die adulten Leydig-Zellen zur Synthese von Testosteron angeregt, diese wird 
wiederum über einen negativen Rückkopplungsmechanismus mit der Hypohphyse 
reguliert. In den fetalen Leydig-Zellen erfolgt die Synthese von Testosteron ohne 
negativen Rückkopplungsmechanismus, da beim Menschen diese bereits etwa ab der 
6. Schwangerschaftswoche beginnt und zu diesen Zeitpunkt noch keine Hypophyse 





2.3.1. Ablauf der Spermatogenese 
Als Spermatogenese bezeichnet man den Prozess, in dem sich aus den Stammzellen, 
den Spermatogonien, durch Zellproliferations- und  differenzierungsvorgänge reife 
Spermien entwickeln (Bergmann u. Kliesch 2010). 
 
Die reifen Spermien entstehen in drei Entwicklungsphasen: 
1. Mitotische Teilung der Spermatogonien 
2. Meiotische Reifeteilung der Spermatozyten 
3. Differenzierung zu reifen Spermien (Spermiogenese) 
 
Die Spermatogonien werden in A- und B-Spermatogonien unterteilt, wobei erstere 
lebenslang mitotisch aktiv sind und als eine Art „Zellpool“ dienen. Ein Teil der A-
Spermatogonien differenziert sich schließlich zur B-Spermatogonie Zu diesem 
Zeitpunkt sind die Spermatogonien analog zu allen anderen Körperzellen diploid, mit 
einem doppelten Chromosomensatz ausgestattet (2n 2C). Die B-Spermatogonie tritt 
in die erste meiotische Reifeteilung ein. Der Chromosomensatz verdoppelt sich, (2n 
4C) und es entstehen zwei identische Chromatiden, die als primäre Spermatozyten 
bezeichnet werden. Nach Durchlaufen der ersten meiotischen Reifeteilung entstehen 
haploide sekundäre Spermatozyten, mit doppeltem Chromosomensatz (1n 2C). Aus 
den zwei sekundären Spermatozyten entstehen in der zweiten Reifeteilung vier runde 
Spermatiden mit einem einfachen Chromosomensatz. (1n 1C), siehe Abb.1. Die 
weitere morphologische Differenzierung dieser haploiden Spermatiden zu  reifen 
elongierten Spermien wird Spermiogenese genannt. 
 
2.3.2. Spermiogenese 
Die Spermiogenese ist ein Prozess in der die Spermatiden in eine kompaktere 
„Transportform“ umgebaut werden. Diese weitreichenden Umbauprozesse umfassen 
die Kondensation des Zellkerns, die Ausbildung der Geißel und die Abstoßung eines 
großen Teils des Zytoplasmas.  
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Unterteilt wird die Spermiogenese klassisch in vier Phasen: a) Golgi-Phase; b) 
Kappenphhase; c) Akrosomale-Phase und d) Reifungsphase (Schnorr u. Kressin 
2001), wobei die Ausbildung der einzelnen Phasen nicht zeitlich getrennt, sondern 
überlappend abläuft. In der sogenannten Golgi-Phase entstehen aus im Golgi-Apparat 
gebildeten Vesikeln ein einziges akrosomales Bläschen und eine cranio-caudale 
Symmetrie. Das akrosomale Bläschen heftet sich am zukünftigen Vorderende an die 
Kernmembran. Am Gegenpol wird durch ein Zentriol die Bildung der Geißel induziert. 
Die Kappenphase ist durch die Umbildung des akrosomalen Bläschens zu einer den 
Kern zu etwa fünfzig Prozent umfassenden Akrosomenkappe gekennzeichnet.  
Die Anlage für die Geißel am distalen Pol verlängert sich, Organellen und Zytoplasma 
beginnen sich nach distal des Spermatidenkerns zu verlagern. Der Zellkern wird in der 
anschließenden akrosomalen Phase abgeflacht und das Chromatin erfährt eine 
Kondensation. Die Kondensation des Chromatins führt zur Sistierung der Transkription 
und es erfolgt ein Austausch von Kernproteinen. Die Histone werden durch Protamine 
ersetzt. Dieser Austausch wird in Bezug auf den Reifegrad der Spermatiden und den 
Zeitpunkt des Austausches als essentiell für eine physiologische  Spermienreifung 
angesehen (Steger et al. 2000). Es kommt zur endgültigen Differenzierung des 
Akrosoms, die Spermatide hat jetzt eine längliche Form und das gesamte Zytoplasma 
ist in den distalen Teil der Zelle verlagert. Das Zytoplasma umgibt den proximalen Teil 
der inzwischen gut ausgebildeten Geißel und  dort lagern sich zahlreiche 
Mitochondrien an (Schnorr u. Kressin 2001). 
In der Reifungsphase ist die Kondensation des Zellkerns abgeschlossen, der 
Schlußring wird nach distal verlagert, das Akrosom bedeckt etwa zu zwei Dritteln den 
Zellkern, die Manschette ist zurückgebildet. Es entsteht die endgültige Struktur des 
Spermiums mit Kopf, Hals, Mittelstück und Schwanz. Der größte Teil des Zytoplasmas 
wird abgeschnürt und von Sertoli-Zellen phagozytiert. Dieser abgeschnürte Teil des 
Zytoplasmas wird als Residualkörper bezeichnet, durch seine Abschnürung wird es  
erst möglich, die Spermien in das Tubuluslumen zu entlassen. Vom Tubuluslumen 
gelangen die noch unbeweglichen Spermien durch peristaltische Kontraktionen der 
Tubuluswand in den Nebenhodenkopf und erlangen dort über Sekrete ihre 
Beweglichkeit. Gespeichert werden sie dann vorwiegend im Nebenhodenschwanz 






Abb. 1: Schema der Spermatogenese im menschl. Keimepithel (modifiziert nach Bergmann 2005). 
 
2.3.3. Kinetik der Spermatogenese 
Ein besonderes Merkmal der Spermatogenese ist die zeitliche Synchronisation des 
Spermatogenesezyklus. Die Mitose der Spermatogonien und die Meiose der 
Spermatozyten finden in einer synchronen Differenzierung statt. Durch diese zeitgleich 
stattfindende Entwicklung jeweils einer Zellpopulation, die zeitlich etwas versetzt 
stattfindet, entstehen die verschiedenen charakteristischen Zellbilder. Die 
Entwicklungen der einzelnen Zellpopulationen folgen wellenartig aufeinander und 
werden als  Spermatogenesewelle bezeichnet (Bergmann 2005).  
Die Spermatogenese wird nach dem Auftreten bestimmter Zellen im Keimtubulus in 
verschiedene Stadien unterteilt, wobei bezüglich der Anzahl der benannten Stadien 
deutliche Speziesunterschiede bestehen. So teilt man etwa die Spermatogenese der 
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Ratte in 19 Stadien (Clermont, Leblond 1952) und die des Menschen in 6 Stadien ein 
(Clermont 1963). 
Die Stadien werden von I bis VI numeriert: 
Stadium I: es liegen sowohl runde als auch elongierte Spermien vor, was für Stadium 
I als charakteristisch eingestuft wird, außerdem finden sich pachytäne Spermatozyten, 
A- und B-Spermatogonien. 
Stadium II: Stadium II ist charakterisiert durch das Vorkommen nahezu fertiger 
Spermien, da die elongierten Spermien ihren Residualkörper abschnüren. Es finden 
sich auch pachytäne Spermatozyten, sowie A- und B-Spermatogonien. 
Stadium III: am Ende von Stadium II findet die Freisetzung der reifen Spermatiden 
statt, deshalb zeigt sich in Stadium III nur eine Art von Spermatiden. Es finden sich 
pachytäne Spermatozyten, praeleptotäne Spermatozyten und A-Spermatogonien im 
Keimepithel. 
Stadium IV: die runden Spermatiden befinden sich in der Streckungsphase des Kerns 
(Elongation), pachytäne und leptotäne Spermatozyten, sowie A-Spermatogonien im 
Bereich der Basalmembran kommen ebenfalls vor. 
Stadium V: in Stadium V zeigen sich elongierte Spermatiden, pachytäne und zygotäne 
Spermatozyten, sowie A-Spermatogonien. Die Spermatozyten treten in die 1. 
Reifeteilung der Meiose ein. 
Stadium VI: gekennzeichnet ist Stadium VI durch das Auftreten von sekundären 
Spermatozyten, da sich aber an die erste Reifeteilung der Meiose unmittelbar die 
zweite Reifeteilung und damit die Entwicklung zu runden Spermatiden anschließt, ist 






Abb. 2: Ausschnitt: Normale Spermatogenese Stadium III ( Paraffin, HE, x40). 
a Spermatogonie  b primäre pachytäne Spermatozyte  c runde Spermatide  d Sertoli-Zelle 
 
2.3.4. Störungen der Spermatogenese 
Unter Störungen der Spermatogenese lassen sich verschiedene Phänomene 
innerhalb des Keimtubulus zusammenfassen, die alle zu herabgesetzter oder 
kompletter Unfruchtbarkeit führen.  
Histologisch werden eine a) Hypospermatogenese, nur vereinzelte, aber vollständig 
entwickelte Keimzellen, b) Spermatogenesearreste, auf den Stufen von runden 
Spermatiden, primären Spermatozyten oder Spermatogonien, ein c) Sertoli-Cell-Only-
Syndrom, keine Keimzellen im Keimtubulus oder ein d) Tubulusschatten, ein 
Keimtubulus ohne Zellen beschrieben. Pathologische Veränderungen treten auch 
durch Differenzierungsstörungen der Spermatiden auf, so können durch eine 
Spermiogenesestörung Spermatiden mit mehreren Zellkernen vorkommen (Bergmann 
2005).Störungen der Spermatogenese sind aber stets korreliert mit einer 
unvollständigen Differenzierung der Sertolizellen etwa im Bereich des Zellkerns, da 
wiederum die Entwicklung der Keimzellen von diesen abhängig ist (Bruning et al. 
1993). Treten in benachbarten Keimtubuli unterschiedliche Defekte auf, spricht man 




2.3.5. Regulation der Spermatogenese 
Die Regulation der Spermatogenese erfolgt über einen speziellen Regelkreis, die 
Hypothalamus-Hypophysen-Hoden-Achse. 
Diese Regulation erfolgt über das in den Leydig-Zellen produzierte Testosteron, über 
die aus dem Hypophysenvorderlappen stammenden Hormone luteinisierendes 
Hormon (LH) und follikelstimulierendes Hormon (FSH), sowie über Gonadotropin-
Releasing Hormon (GnRH) aus dem Hypothalamus.  
Die Freisetzung von GnRH bewirkt zunächst eine FSH- und LH-Ausschüttung ins Blut. 
Im Hoden wird dann durch FSH die Aktivität der Sertoli-Zellen gesteuert und durch LH 
die Testosteronbildung der Leydig-Zellen angeregt. Über einen negativen 
Rückkopplungsmechanismus bewirkt ein hoher Testosteronspiegel wiederum die 
Hemmung der Freisetzung von GnRH im Hypothalamus und damit die Ausschütung 
von FSH und LH in der Hypophyse (Steger 2001). 
FSH wirkt in den Sertoli-Zellen über den FSH-Rezptor und stimuliert die Bildung von 
Androgen-Binding-Protein (ABP). Dieses dient dem Transport von Testosteron in die 
Sertoli-Zellen. Dort wird dessen Wirkung dann über den AR, der als nuklärer 
Transkriptionsfaktor fungiert, vermittelt.  
Die Sertoli-Zellen produzieren außerdem die Peptidhormone Activin und Inhibin, die 
einen zweiten Rückkopplungsmechanismus innerhalb der Hypothalamus-
Hypophysen-Hoden-Achse darstellen. So hemmt Inhibin die FSH Freisetzung und 











2.4. Regulation der Genexpression über Transkriptionsfaktoren 
Die Transkription erfolgt in eukaryoten Zellen über drei unterschiedliche RNA-
Polymerasen, die jeweils unterschiedliche Gene transkribieren. Damit eine effektive 
Transkription abläuft, bedarf es der Regulation über sogenannte 
Transkriptionsfaktoren. Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die an eine spezifische 
Sequenz in der Promotorregion von Genen binden und dadurch die 
Transkriptionsaktivität der RNA-Polymerasen aktivieren oder hemmen. 
Transkriptionsfaktoren lassen sich in drei Gruppen einteilen: a) generelle 
Transkriptionsfaktoren; b) genspezifische Transkriptionsfaktoren, wobei hier zwischen 
b1) nicht-regulierten und b2) induzierbaren unterteilt wird. Alle Transkriptionsfaktoren 
weisen sowohl eine Aktivierungsdomäne als auch eine DNA-Bindungsdomäne auf, je 
nach Art des Transkriptionsfaktors können aber noch weitere Sekundärstrukturen, 
Motive genannt, hinzukommen. Zu diesen Motiven zählt man das Zink-Finger-Motiv, 
das Helix-Turn-Helix-Motiv oder das Helix-Loop-Helix-Motiv, deren  Name jeweils von 
der besonderen Sekundärstruktur abgeleitet ist (Latchman 1998).  
Die Steroidhormonrezeptoren werden zu den induzierbaren Transkriptionsfaktoren 
gezählt. Alle Steroidhormonrezeptoren besitzen eine hormon-spezifische 
Bindungsdomäne. Bindet dort das für die Aktivierung entscheidende spezifische 
Hormon, führt das zu einer Konformationsänderung. Es entsteht ein Steroidrezeptor-
Hormon-Komplex, der in den Zellkern gelangt und dort analog zu den anderen 
Transkriptionsfaktoren an das Hormon-Response-Element bindet. Dadurch wird die 
vom Promotor kontrollierte Transkription aktiviert oder gehemmt (von Berg 2001). 
 
2.5. Der Androgenrezeptor (AR) 
Der Androgenrezeptor (AR) gehört zur Superfamilie der Kernrezeptoren und zur 
Unterfamilie 3 den Östrogenrezeptoren. Die in Gruppe C zusammengefassten 
Steroidhormonrezeptoren sind: Glucocorticoid-, Mineralocorticoid-, Progesteron- und 
Androgenrezeptor (Germain et al. 2006). Der Androgenrezeptor wird sowohl beim 
Menschen als auch bei der Ratte in fast allen Geweben exprimiert (Gelmann 2002; 
Pelletier 2000), im Hoden in den Sertoli-, den Leydig- und den peritubulären 
Myoidzellen (Chang et al. 1988; Tilley et al. 1989; Regadera et al. 2001), nicht aber in 
den Keimzellen. Einige Autoren beschreiben eine  Expression zwar auch in den 
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Keimzellen (Lubahn et al. 1989, Kimura et al. 1993), diese scheint aber nur Stadien-
spezifisch zu sein. Speziell in den Sertoli-Zellen zeigt die immunhistologische Färbung 
des AR während der Spermatogenese ebenfalls eine stadienabhängig höhere oder 
niedrigere Expression. Dies konnte sowohl bei der Ratte (Vornberger et al. 1994) als 
auch beim Menschen (Suarez-Quian et al. 1999) gezeigt werden. 
Das AR-Gen liegt auf dem X-Chromosom, genauer auf  Xq11-12 (Brown et al. 1989) 
und umfasst 2750 Basenpaare (GenBank Accession Number NM_000044.2). Es 
codiert für ein Protein mit einem Molokulargewicht von 110 kDa und 918 Aminosäuren 
(AS). Der AR umfasst acht Exone (Chang et al. 1988)  von unterschiedlicher Länge 
und setzt sich aus  folgenden unterschiedlichen Bereichen, oder auch Domänen, 
zusammen:  auf Exon 1 befindet sich eine N-terminale Aktivierungsdomäne (AS 1-
537), auf Exon 2 und 3 eine DNA-Bindungsdomäne mit zwei Zinkfinger-Motiven, auf 
Exon 4 eine Art Scharnierdomäne, Hinge-domain (AS 538-625) genannt und Exon 5-
8 stellen die Ligand-Bindungsdomäne (AS 626-918) dar (Lubahn et al. 1988; Chang 
et al. 1998).  
 
 




Auf Exon 1 des AR-Gens gibt es eine polymorphe Anzahl der Aminosäuren Abfolge 
CAG (Cytosin – Adenosin – Guanin). Diese Abfolge der Basen CAG, CAG-Repeat 
genannt, codiert für die Aminosäure Glutamin und endet mit dem Basentriplett CAA. 
Die Länge dieses Glutaminstranges ist variabel, wobei die physiologische  Länge    21± 
2 CAG beträgt (Quigley et al. 1995), mit einer Spanne je nach Autor, zwischen 11 und 
31 (La Sprada et al. 1991) bzw. 9 und 36 (Andrew et al. 1997). Die Varianz in der 
Länge des CAG-Repeat scheint zusätzlich vom ethnischen Hintergrund abhängig zu 
sein, so scheint der kaukasische Typus eine durchschnittlich geringere CAG-Repeat 
Länge zu haben als der chinesische Typus (Mifsud et al. 2001). 
Der AR fungiert, wie auch die anderen intranuklären Rezeptoren, als 
Transkriptionsfaktor (Gelmann 2002). Diese Rezeptoren liegen in inaktiver Form im 
Zytoplasma an Proteine gebunden vor und wandern nach Bindung des jeweiligen 
Liganden in den Zellkern. Dadurch erfolgt die hormonabhängige Signaltransduktion in 
der Zelle, siehe Abb. 4. 
 
Abb.4: „Nuclear receptor action“ von Boghog2 - Lizenziert unter Gemeinfrei über Wikimedia. 
 
Die als Transkriptionsfaktor fungierenden Rezeptoren besitzen, wie bereits erwähnt, 
zumeist mehrere Transaktivierungsfunktionen mit unterschiedlicher Lokalisation und 
Bedeutung. Die für die Wirkung des AR entscheidende Transaktivierungsfunktion 
befindet sich auf der N-terminalen Aktivierungsdomäne, genannt AF-1. Bei anderen 
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Steroidhormonrezeptoren befinden sich die relevanten Transaktivierungsfunktionen 
dagegen eher auf der Liganden abhängigen Bindungsdomäne (McEwan 2004).  
Damit der AR als Transkriptionsfaktor funktioniert, ist die Bindung von Co-Faktoren, 
wie etwa p160, der an AF-1 bindet, von großer Bedeutung, da sie dessen Wirkung 
verstärken (Irvine et al. 2000). Es werden in der Literatur auch Co-Repressoren wie 
CR1-interacting-factor 1 beschrieben. In Prostata-Zellen konnte gezeigt werden, dass 
es bei einer Down-Regulation dieses Co-Repressors zu einem Anstieg der AR-
Transaktivierung und des mRNA-Levels des AR-Zielgens Prostata-spezifisches-
Antigen (PSA) kommt (Suh et al. 2008). 
Weitere Transaktivierungsfunktionen von untergeordneter Bedeutung des AR sind  
AF-2 und AF-5. Es wird aktuell davon ausgegangen, dass AF-1 konstitutionell aktiv ist, 
wohingegen AF-2 hormonabhängig ist. 
Die Bedeutung der Co-Faktoren für die Transkriptionsaktvität des AR konnte gezeigt 
werden, da eine Hemmung dieser Co-Faktoren durch bestimmte Inhibitoren zu einer 
deutlich geringeren Transkriptionsaktivität des AR führte (Sadar 2011).  
Zunächst liegt der AR in inaktiver Form, wie auch die anderen 
Steroidhormonrezeptoren, im Zytoplasma gebunden an Proteine, sogenannte Heat-
Schock-Proteine (hsp) vor. Bindet einer der Liganden Testosteron oder 
Dihydrotestosteron, erfolgt eine Konformationsänderung und die Ablösung der hsp. 
Der entstandene Hormon-Rezeptor-Komplex gelangt in den Zellkern und bindet als 
Hormon-Rezeptor-Dimere über Zinkfinger an ARE`s (Bennett et al. 2010), was die 
Expression AR-abhängiger Zielgene aktiviert oder hemmt (Lee et al. 2003). Die 
Rekrutierung von Co-Faktoren erfolgt bei der Bildung von Transkriptionskomplexen. 
Die Expression AR-abhängiger Zielgene, wie Rhox 2, 5 und 10, die für die 
Differenzierung der Sertoli-Zellen wichtig sind (Maclean et al. 2005), oder Clusterin, 
das als Marker für die Zellreifung gilt (Plotton et al. 2005), wird über diese Aktivierung 
oder Hemmung reguliert. Der AR vermittelt die Wirkung der Androgene von den 
Sertoli-Zellen auf die Keimzellen. Er ist für die Reifung der Sertoli-Zellen, sowie die 
Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke und damit dem Ablauf einer normalen und 





2.6. Das CAG-Repeat  
Die variierende Länge des CAG-Repeats auf Exon 1 des AR wird im Zusammenhang 
mit gestörter, unvollständiger oder gar ausbleibender Spermatogenese (Tut et al. 
1997; von Eckardstein et al. 2001) und der Ausbildung von sogenannten Basentriplett-
Erkrankungen, der Kennedy-Disease (LaSprada et al. 1991; Choong et al.1996), der 
Huntington-Disease (Gusella und McDonald 1995) und dem Androgen Insensitivity 
Syndrom (Rajender et al. 2007) gesehen. 
Bei der Huntington-Disease, einer neurodegenerativen Erkrankung des zentralen 
Nervensystems, ist das CAG-Repeat meist leicht verlängert (Zühlke et al 1993), bei 
der Kennedy-Disease die erstmals 1968 als spinal-bulbäre Muskelatrophie (SBMA) 
beschrieben wurde, ist das CAG-Repeat auf über 40 Repeats verlängert. Die extreme 
Verlängerung des CAG-Repeat bei der Kennedy-Disease führt neben den 
neuromuskulären Degenerationen auch zu Hodenatrophie und Infertilität. Es wurde 
von LaSprada et al. (1991) erstmals ein Zusammenhang zwischen einem Gendefekt 
auf den AR-Gen, der zu einer CAG-Repeat Verlängerung führt, und einer damit 
verbundenen Infertilität hergestellt. Sowohl die physiologische Varianz als auch die 
Grenzwerte der CAG-Repeat Länge werden von den Autoren unterschiedlich 
angegeben, wobei das physiologische Mittel bei etwa 21± 2 (Quigley et al. 1995) liegt. 
Ob ein Zusammenhang einer herabgesetzten Fertilität mit einer abweichenden CAG-
Repeat-Länge innerhalb der physiologischen Varianz von etwa 9–36 (Andrew et al. 
1997) besteht oder nicht, wurde in diversen Studien bearbeitet. Eine Korrelation 
zwischen einer Veränderung (Zunahme oder Abnahme) der CAG-Repeat-Länge 
innerhalb der physiologischen Varianz und einer herabgesetzten Spermatogenese, 
einer daraus resultierenden Infertilität und oder einer verminderten Transaktivierung 
des AR, wird von einigen Autoren bestätigt (Tut et al. 1997; Dowsing et al. 1999; 
Yoshida et al. 1999; von Eckardtstein et al. 2001; Mifsud et al. 2001; Claessens et al. 
2005), von anderen  (Dazde et al. 2000; Rajpert-De Meyets et al. 2002; Lund et al. 
2003;  Westerveld  2008; Badran et al. 2009; Neonen et al. 2010) nicht. Nach einer 
Meta-Analyse, die 33 Studien zum möglichen Zusammenhang der Verlängerung des 
CAG-Repeat und der Fertilität des Mannes verglichen hat (Davis-Dao et al. 2007), 
scheint es eine leicht positive Korrelation zu geben. Ab welcher CAG-Repeat-Länge 
ein erhöhtes Risiko für eine Infertilität besteht und wie hoch dieses ist, wird kontrovers 
diskutiert. Mifsud et al. (2001) sehen 26 oder mehr CAG-Repeats als mit einem 
erhöhten Risiko für die  männliche Infertilität durch eine Azoospermie korreliert an. Es 
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konnte in einer klinischen Studie an eugonadalen, fertilen Männern gezeigt werden, 
dass die Länge des CAG-Repeat die Androgen-Sensitivität in verschiedenen 
Geweben beeinflusst (Zitzmann 2009). Eine extreme Verlängerung des CAG-Repeat 
führt zur Ausbildungen von Krankheitsbildern wie der SBMA. 
Ob allerdings ein AR mit einem definierten, kürzeren oder längeren CAG-Repeat 
innerhalb der als physiologisch angesehenen Längenvarianz, eine bessere oder 
schlechtere Androgen-Sensitivität und damit eine veränderte Transaktivierung zur 
Folge hat, ist nach wie vor nicht geklärt. 
Es scheinen für die Funktion des AR als Transkriptionsfaktor neben der reinen Länge 
des CAG-Repeats auch andere Faktoren eine wichtige Rolle zu spielen. So führt 
bereits der Austausch einer einzelnen Base im CAG-Repeat, von Glutamin durch 
Arginin, zu einer Veränderung in der dreidimensionalen Struktur der 
Transaktivierungsdomäne des AR  (Hose et al. 2009). Verändert sich die Länge des 
CAG-Repeat, muss dies ebenfalls mit einer Veränderung in der dreidimensionalen 
Struktur einhergehen. Diese Veränderung in der Struktur kann wiederum zu einer 
herabgesetzten Transaktivierungsfunktion des AR (Tut et al. 1997) und damit 
geringerer Expression nachgeschalteter Gene führen. Irvine et al. (2000) zeigten in 
einer Studie mögliche Effekte eines verlängerten CAG-Repeat auf die über den Co-
Faktor p160 vermittelte Transaktivierung des AR auf. 
Aber nicht nur der bereits erwähnte Basenaustausch kann zu strukturellen 
Veränderungen führen. Es ist seit langen bekannt, dass repititive 
Trinucleotidsequenzen generell leicht zu Lesefehlern der DNA-Polymerasen führen 
können (Pearson und Sinden 1998; Richards und Sutherland 1994). Verstärkt wird 
dies noch durch starke Wasserstoffbrückenbindungen, die zwischen den Aminosäuren 
Guanin und Cytosin bestehen. Auf DNA-Ebene kommt es durch diese 
Anziehungskräfte zur Bildung von hairpins und loops, die ein fehlerfreies Ablesen der 
DNA durch die Polymerasen erschweren oder verhindern (Yu et al. 1995; Shimizu et 
al. 1996). In Escherichia coli zeigten Bowater et al. (1996) durch Transfektion von 
Plasmiden einen Zusammenhang zwischen der Länge der transfizierten repetetiven 
Sequenzen CTG und CAG und dem Zellzyklus, sprich dem Wachstum der Zellen. Des 
Weiteren gibt es die Vermutung, dass diese Beobachtungen in Bakterienzellen auch 
auf die eukaryote Zelle in vivo übertragbar seien (Samadashwilly et al. 1997). 
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Es ist davon auszugehen, dass neben der eigentlichen Länge des CAG-Repeat und 
der korrekten Abfolge der Aminosäuren auch die Lage des CAG-Repeat auf der 
Transaktivierungsdomäne einen Einfluss auf die Aktivität des AR hat. Die N-terminale 
Region, in der das CAG-Repeat auf dem AR-Gen liegt, ist als genetisch wenig 
konserviert und damit leicht veränderlich (Gelmann et al. 2002) beschrieben. 
Mutationen sind bei repetitiven Sequenzen wie dem CAG-Repeat nicht selten. So sind 
speziell beim AR über 200 Mutationen bekannt, von denen einige im Bereich der 
Transaktivierungsdomäne auf Exon 1 liegen (Gottlieb 1999) und dadurch  zu einer 
herabgesetzten Aktivität des AR als Transkriptionsfaktor (Quigley et al. 1995; Wang et 
al. 1998; Davis-Dao et al. 2007) führen.  
Zeigt der AR eine herabgesetzte Aktivität, kann es zum Androgeninsensitivsyndrom 
(AIS) kommen. Dieses Syndrom zeigt sich in verschiedenen Abstufungen, von einer 
lediglich bestehenden Infertilität über die Ausbildung einer weiblichen Brust, fehlender 
oder geringer Schambehaarung bis hin zur Ausbildung weiblicher Genitalien (Gottlieb 
et al.1999; Rajender et al. 2007). Andere Autoren machen für die Ausbildung des AIS 
nicht die Länge des CAG-Repeat und die damit potentiell herabgesetzte Aktivität des 
AR verantwortlich, sondern einen erhöhten Östrogenspiegel. Um die herabgesetzte 
Rezeptoraktivität des AR abzufangen, sei zunächst ein erhöhter Testosteronspiegel 
nötig. Da der Östrogenspiegel aber in gleichem Maße ansteige wie der 
Testosteronspiegel, komme es in der Folge zu den bei AIS beschriebenen 
phänotypischen Veränderungen hin zum Weiblichen (Huhtaniemi et al. 2009). In wie 
weit die Länge des CAG-Repeat alleine die testosteronabhängige Funktion des AR als 
Transkriptionsfaktor und damit die Expression nachgeschalteter Gene beeinflusst, ist 
nach wie vor nicht eindeutig geklärt.  
 
2.7. Androgennabhängige Gene 
In Bezug auf die Differenzierung von Sertoli-Zellen werden in der Literatur unter 
anderem Cx43 (Brehm et al. 2011) und die Rhox-Gene 2, 5 und 10 (Maclean et al. 
2005) als androgenabhängige Gene genannt. Die Rhox-Gene etwa werden in fast alle 
reproduktiven Geweben wie dem Hoden, dem Nebenhoden, und den Ovarien 
exprimiert. Weitere androgenabhängige Proteine sind das Transportprotein ABP 
(Skinner et al. 1989) welches als Marker für die Sertolizelldifferenzierung angesehen 
wird und das über den AR regulierte Clusterin (SGP-2; Apolipoprotein J).  
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Es erhielt seinen Namen weil es die Bildung eines Clusters unter Sertoli-Zellen 
hervorrufen kann (Blaschuk et al.1983; Fritz et al. 1983). Clusterin ist ein Glycoprotein 
mit einem Molekulargewicht von 75-80 kDa. Sowohl bei der Ratte, der Maus, als auch 
beim Menschen besteht die mRNA aus 9 Exonen mit einer Länge zwischen 45 und 
412 Basenpaaren (Jordan-Starck et al. 1994; Rosemblit u. Chan 1994; Jones u. 
Jomary 2002). Clusterin wird in den meisten physiologischen Flüssigkeiten wie 
Blutplasma, Cerebrospinalflüssigkeit, im Urin und in der Samenflüssigkeit gefunden 
(Aronow et al. 1993). In den meisten Organen kann es ebenfalls nachgewiesen 
werden. Es konnte bei der Ratte gezeigt werden, dass sich auch nach einer 
Orchektomie die messbaren Clusterin-Konzentrationen in Leber und Serum nicht 
ändern. Woraufhin die Autoren schlossen, dass Clusterin als Marker für 
androgenabhängige Prozesse im männlichen Reproduktionstrakt dienen kann (Grima 
et al. 1990, Aronow et al. 1993;). 
Die in einem Review von Rosenberg und Silkensen (1995) zusammengefassten 
physiologischen  Funktionen zeigen analog zur Expression in diversen Geweben eine 
große Bandbreite, die vom Lipidtransport über die Spermienreifung, die Initiation der 
Apoptose, der Protektion von Membranen bis hin zur Vermittlung von Zell- zu Zell -
Interaktionen reicht. Im Reproduktionstrakt der männlichen Ratte ist es als das am 
meisten sezernierte Protein in Sertoli- und epididymalen Zellen beschrieben (Collard 
et al. 1987, Sylvester et al. 1991). Beim Menschen konnte Clusterin 
immunhistochemisch im Hoden mit normaler Spermatogenese an fünf 
Hauptlokalisationen nachgewiesen werden: 1.) im Zytoplasma der Sertoli-Zellen; 2.) in 
der noch unreifen Geißel der Spermatozoen im Keimtubulus; 3.) im Golgi-Apparat von 
primären Spermatocyten; 4.) in den Residualkörpern im luminalen Zytoplasma der 
Sertoli-Zellen und 5.) vereinzelt in den Keimzellen (Bryan et al. 1994). Die Bedeutung 
bei der Entstehung von Krankheiten ergibt sich nicht durch Mutationen im Gen. Bis 
heute ist kein Zusammenhang mit der Entstehung eines spezifischen Krankheitsbildes 
durch eine Genmutation bei Clusterin  bekannt, sondern eher mit einer erhöhten 
Expression. Diese gesteigerte Expression kann zu vermehrter Apoptose, aber auch zu 
verringerter Zellproliferation führen. Beispiele hierfür sind etwa die Alzheimer-
Krankheit (Choi-Miura u. Oda 1996) aber auch Prostata-Krebs beim Menschen 
(Miyake et al. 2000). Des Weiteren wird eine ursächliche Beteiligung von Clusterin bei 
der Glomerulonephritis, der Artheriosklerose, sowie bei myokardialen Infarkten 
genannt (Jones u. Jomary 2001).  
22 
 
2.8. Zellkultur  
Zellkultur bedeutet die Kultivierung pflanzlicher oder tierischer Zellen außerhalb des 
Organismus in einem Nährmedium, um diese näher untersuchen zu können. Die 
Bestrebungen eine Zellkultur anzulegen gibt es in der Naturwissenschaft schon lange. 
So gelang es Ross Granville Harrison bereits 1907 (zitiert nach Nicholas 1961) 
tierische Zellen außerhalb des Körpers wachsen zu lassen, dazu verwendete er 
embryonale Nervenfasern von Fröschen.  
Prinzipiell unterscheidet man zwischen einer Primärkultur und immortalisierten 
Zelllinien.  Die Zellen der Primärkultur stammen direkt aus dem Ursprungsgewebe. Die 
immortalisierten Zellen sind entweder Tumorzellen, oder die Unsterblichkeit wird durch 
molekularbiologische Veränderungen des Genoms herbeigeführt. Ziel der 
Immortalisierung ist es stabile Zelllinien zu erhalten, die kontinuierlich gezüchtet 
werden können. In der Zellkultur werden die unterschiedlichen Entwicklungsstadien 
der Zellen in drei Phasen eingeteilt; Phase 1: (lag-Phase) repräsentiert die Primärkultur 
(Eigenschaften der Ausgangszelle); Phase 2: (logarithmische Phase) Zellen in der 
Kultur sind am teilungsfreudigsten; Phase 3: die Zellen durchlaufen eine Krise und 
stellen die Zellteilung ein (Hayflick u. Moorhead 1961). Eukaryote Zellen zeigen in 
Kultur einen Lebenszyklus. Dieser sogenannte Zellzyklus beschreibt den Ablauf 
bestimmter Ereignisse zwischen zwei Zellteilungen und wird ebenfalls in Phasen 
eingeteilt. Folgende Phasen werden unterschieden: G1-Phase: hauptsächlich 
Zellwachstum; S-Phase: DNA-Synthese; G2-Phase: Vorbereitung auf die Zellteilung; 
M-Phase: Mitose; G0-Phase: Ruhephase in der die Zellen vollständig ausgereift sind 
und keine weitere Differenzierung durchlaufen (Schmitz 2007). 
Um Versuche unter standardisierten Bedingungen durchführen zu können und um 
beispielsweise die Regulation bestimmter Gene untersuchen zu können, bedarf es 
stabiler, immortalisierter Zelllinien mit definierten Eigenschaften.  
Eine der gebräuchlichsten Methoden eine Zelle zu immortalisieren, ist die 
Einschleusung von Fremd-DNA in die Zellen. Dies geschieht über Transformation oder 
über Transfektion. In der Zellkultur bedeutet Transformation zumeist das Einbringen 
viraler Fremd-DNA in die Zellen, etwa des Cytomegalievirus-Promotors (CMV-
Promotor), aus dem humanen Herpes-5-Virus stammend. Die Virus-DNA wird dabei 
entweder in das Genom der Wirtszelle eingebaut, oder aber repliziert autonom. Durch 
den Einbau bleibt die Teilungsfähigkeit der Zellen dauerhaft erhalten. Allerdings führt 
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die Immortalisierung mit viraler Fremd-DNA stets zu Chromosomenaberationen, was 
auch andere Eigenschaften der Zellen, etwa die Expression bestimmter Proteine, im 
Vergleich zu den Primärzellen verändern kann. 
Bei der Transfektion werden die Primärzellen im Prinzip nach dem Vorbild der Natur 
dazu veranlasst, sich in Krebszellen zu verwandeln und damit sowohl unbegrenzte 
Teilungsfähigkeit zu erlangen als auch die Seneszenz (Zellalterung) zu umgehen. 
Durch Transfektion von Herpes-oder Papillomaviren steigt  die Gefahr der Entstehung 
von Krebszellen aus den Primärzellen. Es können sich Virus-Protein-Komplexe bilden, 
die die Apoptose unterbinden. Es werden Protoonkogene, wie etwa c-Myc, was als 
Transkriptionsfaktor fungiert, überexprimiert und dadurch kann in besonderem Maße 
das Zellwachstum aktiviert werden. Ein weiteres Szenario, das aber noch nicht 
vollständig verstanden ist, ist die Aktivierung der Telomerase in den Zellen. Telomere 
sind  DNA Abschnitte, die am Ende des Chromosoms als eine Art Schutzhaube 
fungieren und diese vor Degradierungen bewahren. Kommt es zum Wegfall oder zur 
starken Verkürzung der Telomere, geht die Zelle normalerweise zu Grunde um 
Chromosomenveränderungen und damit Entartungen zu verhindern. Durch die 
Transfektion kann dieser Punkt, an dem die Zelle aufgrund der Veränderung des 
Telomers zu Grunde geht, überwunden werden (Schmitz 2007). 
In dieser Arbeit sollte der humane AR in Sertoli-Zellen transfiziert werden, um u.a. die 
Expression von Clusterin als direkt AR abhängiges Gen zu untersuchen. Es standen 
zu diesem Zeitpunkt vier immortalisierte Sertoli-Zelllinien zur Verfügung. Eine primäre, 
nicht weiter charakterisierte Zelllinie kam nicht in Frage. Zum einen standen die zwei 
Maus-Sertoli-Zelllinien SK 11 (Sneddon et al. 2005, Walther et al. 1996) und WL3 
(Mueller u. Korach 2001) zum anderen standen die zwei Ratten-Sertoli-Zelllinien,  
SCIT-C8 (Konrad et al. 2004) und 93RS2 (Jiang et al. 1997) zur Verfügung. Die SK 11 
Zellline wurde aus Zellen von 10 Tage alten H2K-tsA58 transgenen Mäusen, die einem 
SV40 Promotor exprimieren, kultiviert. Es konnte ein funktioneller AR, sowie Clusterin 
auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden (Sneddon et al. 2005). Zur Kultivierung der 
WL3 Zellen wurden Sertoli-Zellen aus 15-19 Tage alten Mäusen gewonnen. Die 
Immortalisierung der Zellen wurde über eine retrovirale Infektion der Primärkultur mit 
den E6/E7-Genen eines humanen Papilomavirus (HPV) 16 ausgeführt (Halbert et al. 
1992). Es konnte mittels PCR die Expression von Clusterin und weiterer Gene wie 
Vimentin, aber nicht von AR nachgewiesen werden (Mueller u. Korach 2001).  
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Die Sertoli-Zellen aus der Ratten-Sertoli-Zelllinie SCIT-C8 (Sertoli cells from immature 
testis, clone 8) stammen von 19 Tage alten Wistar-Ratten und wurden mittels eines 
SV40 Promotors immortalisiert. Die Autoren sprechen von einem schwachen Signal 
eines AR in der Hybridisierung der DNA über Southern Blot (Southern 1975) im 
Vergleich mit primären Sertoli-Zellen (Konrad et al. 2004). Die primären Sertoli-Zellen 
der 93RS2  Zelllinie wurden von 19 Tage alten Ratten gewonnen und dann ebenfalls 
mit einem SV40 Promotor immortalisiert (Jiang et al. 1997). Es konnten 42 
Chromosomen pro Zelle, wie bei der normalen Ratte und die Expression von Clusterin 



















3. Material und Methoden 
 
Um AR-Klone mit unterschiedlicher, definierter CAG-Repeat Länge zu bekommen, 
mussten diese zunächst erstellt werden.  
Aus einem Ausgangsklon (kommerzieller Trueclone®-AR von OriGene im Vektor 
pCMV6-XL5) wurden weitere AR-Klone mit unterschiedlicher CAG-Repeat Länge 
erstellt und in Expressionvektoren kloniert. Die beiden anderen CAG-Repeats (CAG 
14 und CAG 36) wurden aus ARs ausgeschnitten, die in der Veterinär-Anatomie 
ursprünglich aus Hodenbiopsien von Patienten mit normaler Spermatogenese 
amplifiziert und dann sequenziert wurden. 
Diese Expressionsvektoren dienten später zur Transfektion in die immortalisierten 
Ratten-Sertoli Zellen. C-terminal an dem für die Transfektion ausgewählten Vektor 
befindet sich ein fluoresziirendes Protein, das nach Transfektion benutzt werden kann 
um den Transfektionerfolg zu kontrollieren. Die Transfektion führt dann in den Sertoli-
Zellen zur Expression eines AR/GFP-Fusionsproteins. 
Parallel erfolgte ein Screening geeigneter Zelllinien für die Transfektion, da die Zellen 
möglichst keinen eigenen AR exprimieren sollten und sich bezüglich ihrer 
Kultureigenschaften, d.h. Wachstumsgeschwindigkeit, Widerstandfähigkeit etc. als für 
den geplanten Versuch als geeignet darstellen mussten  
Nach der Sequenzierung der neuen Klone in den Expressionsvektoren erfolgte die 
Transfektion in die ausgewählte Sertoli-Zelllinie und anschließend die Selektion über 
Antibiotika.  
Es entstanden zwei neue Ratten-Sertoli Zelllinien, die durch RT-PCR und Western-
Blot weiter charakterisiert wurden. Nach Testosteronstimulation erfolgte die Messung 
der Expression von AR und Clusterin über RT-qPCR, so wie die Menge an 
exprimiertem Clusterin (ng/ml) mit ELISA.  







humaner kommerzieller AR-Klon (CAG18)        humaner AR (CAG14 und CAG36) 
↓     (cDNA aus eigenem Labor der Vet.-Anatomie)
          ↓ 
Sequenzierung zur Feststellung der tasächlichen CAG-Repeat-Längen 
      ↓ 
  Restriktionsverdau und Ligation zur Erstellung von neuen AR-Klonen 
      ↓ 
   Klone AR(CAG14), AR(CAG36) + AR(CAG18)  
 
↓ 
        Klonierung in Expressionsvektor pcDNA 6.2 C-EmGFP 
 
Screening der für eine Transfektion    AR(CAG36) + AR(CAG18) 
      geeigneten Sertolizelllinien       in pcDNA 6.2 C-EmGFP 
   
↓         ↓  
      93RS2 Zellen   
↓         ↓ 
 
→ →    Transfektion über Elektroporation      ← ←  
             ↓ 
        Screening der Expression des AR-GFP-Fusionsproteins  
          Selektion über die AB-Resistenz des Expressionvektors 
              ↓ 
           Benennen der neuen Sertoli-Zelllinien in 
   93RShAR18 und 93RShAR36 
              ↓ 
        Charakterisierung der Zelllinien mit Hilfe von  
      Immunfluoreszenz, RT-PCR, Western Blot 
      
Stimulation beider Zelllinien (93RShAR18, 93RShAR36) und der Ausgangszelllinie 93RS2 mit 
unterschiedlichen Testosteronkonzentrationen (10-9 M bis 10-5 M) 
     ↓ 
RT-qPCR zur Bestimmung der Expression von AR und Clusterin in der jeweiligen Zelllinie 
↓ 
ELISA zur Bestimmung der Proteinmenge von Clusterin in allen drei Zellinien 
↓ 
        Statistik 
 
Abb. 5: Methodische Vorgehensweise 
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3.1. Klonierung humaner AR (CAG 18) 
 
3.1.1. PCR humaner AR-Klon 
Das Prinzip der PCR (Polymerasekettenreaktion) beruht auf drei wesentlichen 
Teilschritten: einem Denaturierungs-, einem Anlagerungs- und einem 
Kettenverlängerungsschritt. 
Die DNA wird bei einer hohen Temperatur, zumeist 94° Celsius, denaturiert, das heißt 
die beiden DNA Stränge werden getrennt. Anschließend wird die Temperatur auf 55 -
60° Celsius gesenkt. Dies führt zu einer Anlagerung der vorher in massivem 
Überschuss zugegebenen Oligonucleotidprimer. Eine zweite Temperaturerhöhung auf 
etwa 72° Celsius, ermöglicht der jeweiligen Polymerase die Primer zu verlängern, bis 
wieder eine doppelsträngige DNA vorliegt. In einem PCR-Zyklus entsteht im Prinzip 
von jeder eingesetzten DNA eine exakte Kopie. Wiederholt man den Zyklus, erhält 
man vier gleiche DNAs usw. 
Amplifiziert wurde ein kommerzieller AR (Kat-Nr SC114220 im Vektor pCMV6-XL5 via 
Notl, AR pos. 722-4314, Trueclone®; OriGene), mit 2750bp. Die Sequenzierung ergab 
eine CAG-Repeat-Länge von 18 (GATC Biotech, Konstanz). Die PCR-Experimente 
wurden an einem T3 Thermocycler (Biometra) durchgeführt. Für die PCR verwendeten 
wir das GC-Rich PCR-System (Roche) mit den Primern AR-F-TA (5’ -CAA GCT CAA 
GGA TGG AAG TG - 3’) und AR-R-TA-OS (5’- CCA TCT ATT TCC ACA CCC AG – 
3’). 
Die eingesetzte Menge der GC-Rich-Resolution Solution® wurde im MM1 (Mastermix) 
verdoppelt, der MM2 entsprach dem Standardprotokoll.  
Die eingesetzten 10 Mikroliter Trueclone-Plasmid-DNA (1 ng/μl), entsprechen 10 









Reagenzien   Volumen (μl)   PCR Programm: 
PCR MM1       95°C   3min 
PCR Grade Nucl. Mix  1    95°C   30 sec 
Primer F   1    52°C   30 sec     } 10 Zyklen 
Primer R   1    72°C   2 min 15 sec 
DNA    10    95°C   30 sec 
GC-Rich Resol. Sol.  10    52°C   30 sec     } 30 Zyklen 
ddH2O    12    72°C   2 min 15 sec +5 sec 
PCR MM2       72°C   7 min    
ddH2O    4 
5x GC-Rich reaction 
buffer with DMSO  10 
GC-Rich Enzyme Mix   1 
    ---- 
Gesamtvolumen  50 
 
Tab. 1: Reagenzien; Volumina; PCR Programm der Amplifikation des AR Trueclone® 
 
3.1.2. Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, um DNA oder 
RNA nach ihrer Größe (d.h. nach Anzahl der Basenpaare) aufzutrennen. Dabei 
wandert eine Mischung aus zu trennenden Molekülen unter dem Einfluss eines 
elektrischen Feldes durch eine Agarosegelmembran. Kürzere DNA-Stücke wandern 
unter Einfluss des elektrischen Feldes schneller durch das Gel als längere. Mit Hilfe 
einer DNA-Ladder (DNA-Leiter), die als Marker für die Agarosegelelelektrophorese 
dient und ein Gemisch aus verschiedenen DNA-Strängen unterschiedlicher Länge 
darstellt, können die Größen (Längen) der einzelnen DNA-Stücke bestimmt werden.  
Die amplifizierte cDNA wird vor dem Auftragen auf das Agarosegel noch mit einem 
sogenannten Lade-Puffer (loading dye), vermischt. Das im Lade-Puffer enthaltene 
Glycerin dient zur Beschwerung der cDNA, um diese in den Geltaschen zu halten und 
ein Herausdiffundieren in den TAE-Puffer zu verhindern. 
Mit 1x TAE-Puffer wurde ein 1%iges Agarose-Gel gegossen (1 g Agarose 
(Roti®Garose, Roth) in 100 ml TAE Puffer gelöst), in die Gelkammer eingesetzt, mit 
1x TAE-Laufpuffer überschichtet und für 60 min bei 100 V durchgeführt. Als Ladder 
diente eine Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas), siehe Tabelle 2.  
29 
 
Reagenzien   Volumen (μl) 
 
PCR Product   10 
Loading Dye   2 
ddH2O    8 
    ---- 
Gesamtvolumen  20 
 
Tab. 2: Agarosegelelektrophorese der Amplifikation des AR Trueclone® 
 
3.1.2.1. Detektion 
Zur Detektion der cDNA des hAR-True-clones® nach erfolgter Elektrophorese, wurde 
das Gel für 30 min unter Schütteln mit Ethidiumbromid (Roth) gefärbt. Die 
Dokumentation erfolgte unter UV-Licht mit dem UV-Transluminator (ImageMaster). 
 
3.1.3. TA-Klonierung des humanen AR 
Klonierung bedeutet im molekularbiologischen Sinne eine identische Vervielfältigung 
eines DNA-Fragmentes durch Einbringen in einen Vektor. Die für die Klonierung 
benutzten Vektoren bestanden aus einer ringförmigen Plasmid-DNA und waren 
bakteriellen Ursprungs. Plasmide sind doppelsträngige, zirkuläre DNA Moleküle, die 
sich unabhängig vom bakteriellen Genom in der Bakterienzelle vermehren können. 
Deshalb wurden die PCR Produkte in Plasmidvektoren kloniert. Sie dienen als Vehikel 
für die DNA-Fragmente und können molekularbiologisch weitreichend verändert 
werden. Es werden u.a. virale Promotoren, Antibiotikaresistenzgene und diverse 
Erkennungsstellen für Restriktionsendonucleasen etc. einkloniert. Die erste, für diese 
Studie durchgeführte Klonierung beruhte auf dem Prinzip der TA-Klonierung, wobei 
TA für Thymidin/Adenosin steht. Das Prinzip nutzt die Entdeckung, dass Polymerasen 
wie die Taq-Polymerase meist einen Überhang der Base Adenosin produzieren (Hu 
1993). 
Benutzt man für die Klonierung einen Vektor mit Thymidin-Überhang, lassen sich DNA-
Fragmente mit Adenosin-Überhang in diesen besser einklonieren als in einen Vektor 
mit glatten Enden. Die Primer für die TA Klonierung müssen entsprechend gewählt 
werden, da die Base am 5’- Ende Einfluss auf die Art des Überhangs hat. Die Literatur 
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empfiehlt ein Adenosin oder Guanosin für das 5’- Ende des Primers (Marchuck et al. 
1991).  
Der zweite für die Klonierungen ausgewählte Vektor war ein sogenannter TOPO- 
Vektor von Invitrogen. Die Klonierung funktioniert im Prinzip gleich. Statt einer Ligase 
wird hier eine aktivierte Topoisomerase 1 verwendet. Die Topoisomerase erkennt eine 
spezifische Schnittstelle auf der DNA, schneidet dort und bleibt weiter gebunden. 
Dadurch sind beide DNA-Enden von der Topoisomerase weiterhin blockiert und eine 
Selbstligationan wird verhindert (Shumann 1994).  
Die Eigenschaften der verwendeten Vektoren wurden auf die spätere Verwendung der 
fertigen Klone abgestimmt. Für diese Art der Klonierung wird das PCR-Produkt (DNA-
Fragment) mit dem Vektor, einer Salzlösung und Wasser inkubiert. Danach wird die 
Lösung auf chemisch kompetente Bakterienzellen, zumeist E. coli, gegeben. Durch 
eine weitere Inkubation auf Eis sollen sich Plasmidvektor und PCR-Produkt verbinden. 
Über einen Hitzeschock von 42°Celsius für 30 Sekunden führt man eine Permeabilität 
der Bakterienzellwand herbei und schleust so die Plasmide in die Zelle. Nach Zugabe 
einer Bakteriennährlösung (S.O.C.-Medium = Super Optimal Broth + Glucose) werden 
diese für eine Stunde bei 37°Celsius inkubiert und dann auf speziellen 
Nährmediumplatten ausgestrichen. Diese Platten enthalten eines der Antibiotika, für 
dessen Resistenzgen der jeweilige Vektor kodiert. Ist das PCR Produkt in den Vektor 
eingebaut, können die genetischen Informationen u.a. für die Antibiotikaresistenz 
abgelesen werden und dieses Plasmid kann auf den Nährmediumplatten mit 
Antibiotika wachsen. Ist die Schnittstelle nicht, wie oben beschrieben, von einer TOPO-
Isomerase blockiert, kommen auch Selbstligationen vor, d.h. der Vektor schließt sich 
ohne ein PCR-Produkt eingebaut zu haben.  
Entscheidend für die weitere Verwendung eines generierten Klons ist daher zu 
überprüfen, ob überhaupt ein PCR-Produkt eingebaut wurde und wenn ja, ob dieses 
PCR Produkt in der richtigen Leserichtung von 5’ nach 3’, eingebaut wurde. Um die 
Klone dahingehend zu überprüfen, führt man einen Restriktionsverdau durch und trägt 
die erhaltenen Fragmente auf ein Agarosegel auf. Da die Größen der Fragmente für 
die jeweilige Einbaurichtungen und den leeren Vektors unterschiedlich sind, ist über 
Restriktionsverdau eine Selektion möglich. 
Der humane AR wurde in zwei Expressionsvektoren mit Hilfe von chemisch 
kompetenten E. coli (TopTen) kloniert. Zum einen in den pcDNA 6.2 C-EmGFP Vektor 
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(Invitrogen) und zum anderen in den pcDNA5/FRT/V5-His TOPO® TA Vektor 
(Invitrogen), diese Daten werden nicht gezeigt, da die Klone dieses 
Expressionsvektors für die weiteren Versuche keine Rolle mehr spielten. Der pcDNA 
6.2 C-EmGFP Vektor hingegen sollte später dazu dienen, in den transfizierten 
Sertolizellen optisch den Transfektionserfolg über das exprimierte GFP (grün 




Abb. 6: Vektorkarte Expressionsvektor 
 
 
Nach etwa 16 Stunden Inkubation bei 37° Celsius werden die Kolonien begutachtet 
und einzelne Kolonien von der Platte „gepickt“, um diese in flüssigem Nährmedium 
über Nacht zu vermehren. Aus dieser Bakterienkultur kann dann die Plasmid-DNA des 
generierten Klones präpariert werden. 
Das Ausplattieren der Klone erfolgte auf LB Platten (LB = lysogeny broth), diese 
wurden nach folgendem Rezept hergestellt: Hefeextrakt (5 g/l), Tryptone (10 g/l), 
Natriumchlorid (10 g/l) Agar (12,5 g/l) + 1 Liter dH2O wurden. Zugestzt wurde das 
Antibiotikum Ampicillin. Das noch flüssige Medium wird auf einen pH-Wert von 7 
eingestellt und anschließend in Zellkulturschalen verteilt; Protokoll TA Klonierung 







Klonierung pcDNA 6.2 C-EmGFP und pcDNA5/FRT/V5-His TOPO® TA 
 
Reagenzien  Volumen (μl) 
 
PCR Produkt  1 
Salt Solution  1 Ansatz für beide Vektoren 
steril water  3 
Vektor   1 
   ---- 
Gesamtvolumen 6 
 
Protokoll TA Klonierung 
 
 20 min Inkubation bei Raumtemperatur 
 2 μl des Ansatzes auf die E. coli (TopTen) Zellen geben 
 30 min auf Eis stehen lassen 
 für 30 sec bei 42° Celsius inkubieren (heat shock) 
 sofort wieder auf Eis stellen 
 250 μl SOC Medium zugeben 
 für 60 min bei 37° Celsius im Schüttler inkubieren 
 jeden Vektoransatz auf 3 LB-Amp-Platten ausplattieren (50 μl, 100 μl, ca. 110 μl Vektoransatz) 
 über Nacht im Brutschrank bei 37° Celsius inkubieren 
 gewachsene Kolonien beurteilen und „picken“ 
 jede Kolonie einzeln in 2 ml LB-Amp-Medium geben 
 über Nacht im Schüttler bei 37° Celsius inkubieren 
 Mini-Präparation 
 
Tab. 3: Reagenzien; Volumina; Protokoll der TA Klonierung in pcDNA 6.2 C-EmGFP und 
pcDNA5/FRT/V5-His TOPO® TA. 
 
3.1.4. DNA Mini-Präparation humaner AR-Klone 
Die Plasmid-DNA Präparation beruht zumeist auf der so genannten Alkalischen Lyse 
(Good et al 1997). Weitere Methoden wären die „Boilling Method“ und die Lithium-
Minipräparation die weniger Arbeitsschritte verlangen, aber keine DNA von hoher 
Reinheit liefern. In den kommerziell erhältlichen „Kits“, erfolgt die Mini-Präparation 
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ohne Chloroform-Phenol Reinigung und Alkoholfällung. Im ersten Schritt wird die 
Bakterienkultur zentrifugiert. Das entstandene Bakterienpellet resuspendiert man 
anschließend mit einem Lysispuffer, was zu einer Zelllyse führt. Danach wird das Lysat 
geklärt und die freigewordene Plasmid-DNA an eine Silicamembran gebunden. In 
weiteren Schritten werden genomische DNA und Proteine ausgefällt. Abschließend 
wäscht man die Plasmid-DNA mit Alkohol und nimmt das entstandene Pellet in H20 
oder Puffer auf. 
Die Mini Präparation erfolgte mit einem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) mit leicht 
modifiziertem Protokoll durch. Jeweils zwei Milliliter Bakterienkultur wurden für drei 
Minuten bei 8000g. zentrifugiert, um ein Bakterienpellet zu erhalten. Die weitere 
Präparation erfolgte nach Protokoll inTab. 4: 
 
 
 Bakterienpellet in 250 μl Resuspensionspuffer (P1) aufnehmen 
 250 μl Lysispuffer (P2) zugeben und 6-mal invertieren (5 min lysieren) 
 350 μl Puffer (N3) zugeben und 6-mal invertieren 
 zentrifugieren für 10 min bei 16000 g 
 Überstand in eine Säule mit Silicamembran überführen 
 60 sec zentrifugieren und Durchfluß verwerfen 
 Waschen der Säule mit 0,5 ml Puffer PB 
 60 sec zentrifugieren und Durchfluß verwerfen 
 Waschen der Säule mit 0,75 ml Puffer PE 
 60 sec zentrifugieren und Durchfluß verwerfen 
 noch 3-mal zentrifugieren, um restlichen Puffer PE zu entfernen 
 50 μl Puffer EB zugeben, um DNA zu lösen, (1 min stehen lassen, dann 1 min zentrifugieren) 
 
 
Tab. 4: Protokoll Mini-Präparation 
 
Eine Messung der Plasmid-DNA Menge erfolgte mit einen Photometer (Eppendorf). 
Fünf Mikroliter der Plasmid-DNA wurden dafür in 195 Mikroliter H2O aufgenommen 
und gegen H20 gemessen. 
3.1.5. Kontrollverdau mit Restriktionsendonukleasen 
Restriktionsenzyme oder Restriktionsendonukleasen erkennen auf der DNA eine 
Sequenz von vier, sechs oder auch acht Basen, die zumeist auf beiden Strängen gleich 
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ist. Mit dem entsprechenden Puffer schneiden die Enzyme nur an dieser 
Erkennungsstelle. Diese kommt allerdings je nach Sequenz der zu verdauenden DNA 
auch mehrfach vor. Bei einem einfachen Verdau mit Restriktionsenzymen pipettiert 
man H2O, DNA, Enzym plus entsprechenden Puffer zusammen und inkubiert bei 
37°Celsius für eine Stunde. Da die Schnittstelle/Schnittstellen bekannt ist/sind, kann 
man die Größe der entstehenden DNA-Fragmente errechnen und das Ergebnis auf 
einem Agarosegel visualisieren. Durch den Kontrollverdau der Klone konnten 
Vektoren, die keinen humanen AR aufgenommen hatten, sowie diejenigen mit falscher 
Einbaurichtung aussortiert werden. Falsche Einbaurichtung bedeutete in diesem Fall, 
dass das PCR-Produkt und somit die Sequenzinformation nicht in 5’ 3’-Richtung, 
sondern in 3’ 5’-Richtung eingebaut ist. Damit ist kein korrektes Ablesen möglich.  
Die Schnittkarten für die beiden Vektoren pcDNA 6.2 C-EmGFP und pcDNA5/FRT/V5-
His TOPO® TA wurden anhand der DNA Sequenz erstellt. Der pcDNA 6.2 C-EmGFP 
Vektor wurde mit dem Enzym Pvu1 (Fast Digest, Fermentas) geschnitten. Im leeren 
Vektor ergäbe das Schnittbild zwei Banden, 4308bp (bp= Basenpaare) und 2213bp. 
In reverser Einbaurichtung drei Banden 6057bp, 2214bp, 4309bp und in korrekter 5’-
3’ Richtung drei Banden von 4309bp, 8346bp und 2214bp. Der Vektor 
pcDNA5/FRT/V5-His TOPO® TA wurde mit dem Enzym EcoR1 (Fast Digest, 
Fermentas) geschnitten. Da dieser Vektor ein TOPO Vektor ist, was  eine 
Selbstligation verhindert, musste nur auf die korrekte Einbaurichtung hin überprüft 
werden. In reverser Einbaurichtung ergäben sich zwei Banden von 4507bp und 
3358bp und in korrekter 5’-3’ Richtung ebenfalls zwei Banden von 1283bp und 6582bp. 
Reagenzien und Volumina für den Kontrollverdau siehe Tabelle 5. 
 
Reagenzien  Volumen (μl) 
 
Puffer   4  
ddH2O   33,5 Ansatz für PVU1 und EcoR1 
Enzym   0,5 
DNA    2 
   ---- 
Gesamtvolumen 40 
 
Tab. 5: Reagenzien; Volumina; Kontrollverdau ARCAG18 in pcDNA 6.2 C-EmGFP und 




Die Ansätze wurden für eine Stunde bei 37° Celsius inkubiert und danach auf ein 1 
prozentiges Agarosegel (2g Agarose in 200ml TAE Puffer gelöst) mit 4 Mikroliter 
Loading Dye gemischt und komplett aufgetragen. Nach einer Laufzeit von eineinhalb 




Um die genaue Nucleotidsequenz der klonierten humanen Androgenrezeptoren zu 
ermitteln, ließen wir eine Sequenzierung (GATC, Biotech) durchführen. Die 
Sequenzierergebnisse wurden mit der Sequenz des „Ausgangsklones“ und der DNA-

























3.2 Klonierung humane AR CAG 36 und CAG 14 
 
3.2.1. Sequenzierung 
Nach einer Sequenzierung (GATC Biotech) konnten die CAG-Repeat-Längen der 
neuen AR cDNAs (AR/Q36 und AR/Q14) überprüft und bestätigt werden. Diese Klone 
stammen aus dem eigenen Labor der Veterinär-Anatomie und wurden aus 
Hodenhomogenat von Patienten mit normaler Spermatogenese amplifiziert. 
 
3.2.2. Restriktionsdoppelverdau 
Das Prinzip des Doppelverdaues unterscheidet sich von oben beschriebenem 
einfachen Verdau lediglich durch den Einsatz von zwei verschiedenen 
Restriktionsenzymen in einem Ansatz. Zuvor mussten die Sequenzen der beiden 
neuen ARs (AR/Q36 und AR/Q14) und der schon kreierte Klon im Expressionsvektor 
pcDNA 6.2 C-EmGFP auf die für die weiteren Klonierungen erforderlichen 
Schnittstellen hin überprüft werden. Es sollte nicht der gesamte AR kloniert werden, 
sondern nur zwei unterschiedliche Längenvariationen des CAG-Repeats. Diese 
wurden dann mit den entsprechenden Restriktionsenzymen ausgeschnitten. 
Jeweils 1 Mikrogramm cDNA wurde mit den Restriktionsenzymen Ehe1 und Eco91I 
(Fast Digest, Fermentas) verdaut, siehe Tabelle 6 und 7. 
 
Doppelverdau AR CAG 18 in    Doppelverdau AR/Q36 in 
pcDNA 6.2 C-EmGFP     pcDNA 6.2 C-EmGFP 
 
 
Reagenzien  Volumen (μl)   Reagenzien  Volumen (μl) 
 
Puffer   5    Puffer   5 
Ehe1   1    Ehe1   1 
Eco911   1    Eco911   1 
ddH2O   40,5    ddH2O   35 
DNA (0,388 μg/μl) 2,5    DNA (0,1278 μg/μl) 8 
   ----       ---- 
Gesamtvolumen 50    Gesamtvolumen 50 
 
 





Reagenzien  Volumen (μl) 
 
Puffer   5  
Ehe1   1 
Eco911   1 
ddH2O   32 
DNA (0,0949 μg/μl) 11 




Tab. 7: Reagenzien; Volumina; Restriktionsdoppelverdau AR CAG 14 in pcDNA 6.2 C-EmGFP. 
 
Die gesamten Doppelverdauansätze wurden mit 5 Mikroliter Loading Dye gemischt, 
auf ein 1 prozentiges präparatives Agarosegel aufgetragen und anschließend für 10 
Minuten mit Ethidiumbromid gefärbt. 
 
3.2.3. Extraktion der AR cDNAs aus Agarosegel 
Eine Gelextraktion wird zur Trennung von "gewünschter" DNA und "ungewünschter" 
DNA eingesetzt. Über diese Methode konnten die „gewünschten“ Fragmente des 
Restriktionsdoppelverdaus isoliert und in weiteren Schritten aufgereinigt werden. Da 
die DNA unter UV-Licht sehr schnell zerfällt, wurden die vorher errechneten 
Bandengrößen zuerst nur durch einen Schnitt markiert. Nach dem Ausschneiden ohne 
UV-Licht überführten wurden die DNA-Fragmente anschließend in zuvor 
ausgewogene Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. Durch eine Wägung der 
Eppendorf-Reaktionsgefäße mit den Gelstücken konnte so die Masse der Gelstücke 
bestimmt und zur weiteren Aufreinigung das QIAEX II (QIAGEN) verwendet werden. 







 ausgeschnittenes Fragment in Puffer QX1 aufnehmen (1 Teil Gel in 3 Teile Puffer) 
 resuspendieren des Gelstücks für 30 sec (vortexen) 
 Puffer QX2 zugeben (30 μl für 2-10 μg DNA) 
 bei 50° Celsius für 10 min inkubieren (alle 2 min vortexen; Farbe muss gelb sein) 
 30 sec zentrifugieren und Überstand abnehmen 
 Pellet waschen mit Puffer QX1 (vortexen) 
 2 x waschen mit Puffer PE (dazwischen 30 sec zentrifugieren und Überstand abnehmen) 
 Pellet 10 – 15 min lufttrocknen (wird weiß) 
 DNA in 20 μl H2O lösen 
 




Eine Ligation ist eine Verknüpfung von zwei freien DNA Enden, katalysiert durch das 
Enzym Ligase (Sgamarella, 1970). Die Verknüpfung entsteht zwischen dem 5’-
Phosphat- und dem 3’-Hydroxy-Ende der DNA-Fragmente über eine 
Phosphodiesterbindung. Durch Katalyse einer T4 Ligase (Fermentas) konnten die 
beiden zuvor herausgeschnittenen AR cDNA-Fragmente mit den CAG-Repeat-Längen 
CAG 14 und CAG 36 mit dem pcDNA 6.2 C-EmGFP Vektor verbunden werden. Die 
Inkubation jedes DNA-Fragments (CAG14 und CAG36) erfolgte sowohl in einem 
fünffachen als auch in einem zweifachen Volumenüberschuss des Inserts gegenüber 
der Ligase für zwei Stunden bei 18° Celsius, siehe Tabelle 9. 
 
 Protokoll Ligation (2-fach Ansatz)  Protokoll Ligation (5-fach Ansatz)  
 
Reagenzien  Volumen (μl)  Reagenzien  Volumen (μl) 
 
Insert   2   Insert   5  
Vektor   1   Vektor   1 
Puffer (von T4 Lig.) 2   Puffer (von T4 Lig.) 2 
ddH2O   14   ddH2O   11 
T4 Ligase  1   T4 Ligase  1 
   ----      ---- 
Gesamtvolumen 20   Gesamtvolumen 20 
 
Tab. 9: Reagenzien; Volumina; Ligation AR cDNA-Fragmente mit pcDNA 6.2 C-EmGFP. 
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Ein Mikroliter jedes Ligationsansatzes wurde dann zur Transformation auf die 
chemisch kompetenten E.coli gegeben und weiter nach folgendem Protokoll in Tabelle 
10 vorgegangen. 
 1 μl Ligationsansatz auf 50 μl chem. kompetente E. coli 
 30 min auf Eis 
 für 30 sec bei 42° Celsius inkubieren (heat shock) 
 sofort wieder auf Eis stellen 
 250 μl SOC Medium zugeben 
 für 60 min bei 37° Celsius im Schüttler inkubieren 
 jeden Vektoransatz auf 3 LB-Amp-Platten ausplattieren (50 μl, 100 μl, ca. 110 μl 
Zellsuspension) 
 über Nacht im Brutschrank bei 37° Celsius inkubieren  
weitere Arbeitsschritte dieses Protokolls am nächsten Morgen: 
 
 gewachsene Kolonien beurteilen und „picken“ 
 jede Kolonie einzeln in 2 Milliliter LB-Amp-Medium geben 
 über Nacht im Schüttler bei 37° Celsius inkubieren 
 Mini-Präparation 
 
Tab. 10 : Transformation der Ligationsansätze mit chemisch kompetenten E. Coli. 
 
3.2.5. DNA Mini-Präparation 
Nach der Inkubation über Nacht erfolgte eine Plasmid-DNA Mini-Präparation nach 
gleichem Protokoll wie in 3.1.4. beschrieben.  
 
3.2.6. Kontrollverdau 
Der anschließende Kontrollverdau der neuen Klone wurde nach in 3.1.5. 
beschriebenem Protokoll durchgeführt. Da die CAG-Repeat-Längen 14 und 36 in den 
pcDNA 6.2 C-EmGFP Vektor kloniert wurden, wurde mit dem Enzym PVU1 verdaut.  
 
3.2.7. Sequenzierung 
Eine Sequenzierung (GATC, Biotech) der beiden neuen Klone, AR CAG14 und AR 
CAG36 im Expressionsvektor pcDNA 6.2 C-EmGFP erfolgte im Anschluss.  
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3.3. Auswahl geeigneter Zelllinien für die Transfektion 
 
Zur Auswahl einer für die Klonierung und die Stimulationsversuche geeigneten Sertoli 
Zelllinie wurde zunächst die Expression des Ratten- bzw. Mausandrogenrezeptors 
(mAR, rAR) in vier verschiedenen Sertoli-Zelllinien; in WL3 (Mueller u. Korach 2001), 
SK-11 (Sneddon et al. 2005, Walther et al. 1996), beides Maus-Sertoli-Zelllinien, SCIT-
C8 (Konrad et al. 2005), und 93RS2 (Jiang et al. 1997), beides Ratten-Sertoli-
Zelllinien, untersucht  
3.3.1. RNA Isolierung aus Sertoli Zelllinien 
Die RNA-Isolation aus den vier Zelllinien erfolgte mit dem peqGold Total RNA Kit 
(Peqlab) nach folgendem Protokoll in Tabelle 11  
 
 Zellkulturmedium abnehmen 
 2x mit PBS waschen 
 10 ml Trypsin auf die Zellen geben/ 5 min bei 34°C inkubieren 
 10 ml Zellkulturmedium zugeben (Inaktivierung Trypsin) 
 1 ml Zellsuspension entnehmen 
 im Zentrifugenröhrchen 1min mit 14000g zentrifugieren/ Überstand verwerfen 
 Pellet in 400 μl Lysis-Puffer resuspendieren 
 auf die graue Säule geben 
 3 min mit 14000g zentrifugieren 
 Durchfluss mit gl. Vol. 70%igem Ethanol mischen (vortexen) 
 auf die rote Säule geben 
 1 min mit 10000g zentrifugieren/ Durchfluss verwerfen 
 500μl Waschpuffer 1 zugeben 
 15 sec mit 10000g zentrifugieren/ Durchfluss verwerfen 
 600 μl Waschpuffer 2 zugeben 
 15 sec mit 10000g zentrifugieren/ Durchfluss verwerfen 
 Säule für 2 min bei 10000g zentrifugieren (Trocknung) 
 neues Eppendorf Röhrchen nehmen 
 50 μl ddH2O auf die Säule geben/ 1min auf Eis inkubieren 
 1min mit 6000g zentrifugieren 
 RNA-Konzentration photometrisch bestimmen 
 
Tab. 11: Reagenzien; Volumina; RNA Isolierung aus Sertoli Zelllinien. 
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3.3.2. Aufreinigung der RNA 
Um eine DNA-freie RNA zu erhalten wurde ein DNase-Verdau durchgeführt. Hierfür 
wird die RNA mit einer DNase, sowie einem Ribonucleaseinhibitor versetzt und eine 
anschließende Reinigung durchgeführt. Es wurde dafür das RNase-Free DNase Set 
(Qiagen) nach Standard Protokoll benutzt, siehe Tabelle 12. 
RNA-Aufreinigung 
    (1 μg RNA) 
 
Reagenzien  Volumen (μl)    
 
RDD Puffer  2 
DNase   0,2 
RNase J  0,3 
   ---- 
Gesamtvolumen 2,5 
 
 gesamten Ansatz für 30 min bei 37°C inkubieren 
 danach Zugabe von 1 μl EDTA (0,25M) 
 abschließend 5 min bei 65°C inkubieren 
 
Tab. 12: Reagenzien; Volumina; RNA Aufreinigung nach Isolierung aus Sertoli-Zelllinien. 
 
3.3.3. Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 
Bei der cDNA-Synthese (cDNA = complementary DNA) bedient man sich eines 
Virusenzyms, der sog. Reversen Transkriptase. Dieses Enzym ist in der Lage aus RNA 
DNA zu synthetisieren. Im Prinzip schmilzt man zuerst die vorher mit Primern versetzte 
RNA bei 70° Celsius auf. Anschließend lässt man den Ansatz abkühlen, damit die 
Primer hybridisieren können. Dann gibt man noch Nucleotide, Puffer, RNase-
Inhibitoren und Reverse Transkriptase hinzu und inkubiert für eine Stunde bei 37° 
Celsius.  
Zum Einsatz kam hier das Omniscript RT Kit (Qiagen) nach Standard-Protokoll. Die 
Ansätze wurden jeweils einmal mit Reverser Transkriptase und einmal ohne Reverse 
Transkriptase angesetzt, um anschließend mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese 
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die korrekte Umschreibung visualisieren zu können. Die Menge an umgeschriebener 
cDNA wurde mittels Photometer (Eppendorf) bestimmt, siehe Protokoll Tabelle 13. 
 
cDNA-Synthese 
(1 μg RNA eingesetzt) 
 
Reagenzien  Volumen (μl) 
 
10x Puffer  2 
dNTP’s   2 
RNase    0,7 
Oligo’s   0,2 
Omniscript RT  1 / ohne Omniscript RT 
RNase free water 4,1 / 5,1 
   ---- 
Gesamtvolumen 10 
+ RNA  1 
 
 RNA auf Eis auftauen lassen 
 Primer und RNase Inhibitor mischen (5 sec vortexen)  
 dNTP’S, Oligo’s, Omniscript RT und 10x Puffer mischen 
 beides zu MasterMix vereinen 
 RNA zufügen 
 1 h bei 37° C inkubieren 
 
 
Tab. 13: Reagenzien; Volumina; Protokoll cDNA Synthese. 
 
3.3.4. Amplifikation eines AR in Sertoli Zelllinien 
Für die Amplifikation auf einen jeweils eigenen AR in den vier zu untersuchenden 
Sertoli- Zelllinien, wurden folgende Primer verwendet: Vorwärtsprimer: 5’- CAC ATC 
CTG CTC AAG GCG CTT –3’ und Rückwärtsprimer: 5’– CCC AGA AAG GAT CTT 
GGG CAC –3’. Die RT-PCR wurde mit dem Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen) nach 






Reagenzien   Volumen (μl)   PCR Programm: 
PCR MM       95°C   4min 
PCR MasterMix   34    94°C   40 sec 
Primer F   2,5    60°C   45 sec     } 35 Zyklen 
Primer R   2,5    72°C   1 min 30 sec 
DNA    1    72°C   5 min 
ddH2O    10   
    ---- 
Gesamtvolumen  50 
 
Tab. 14: Reagenzien; Volumina; PCR auf AR in Sertoli Zelllinien. 
 
3.3.4.1. Agarosegelelektrophorese und Detektion 
Mit 1x TAE-Puffer wurde ein 1,8 %iges Agarose-Gel gegossen (1,8 g Agarose 
(Roti®Garose, Roth) in 100 ml TAE Puffer gelöst), in die Gelkammer eingesetzt, mit 
1x TAE-Laufpuffer überschichtet und für 60 min bei 100 V Spannung laufen gelassen. 
Als Größenmarker diente eine Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas). Zur 
Detektion der cDNA wurde das Gel für 30 min unter Schütteln mit Ethidiumbromid 















3.4 Transfektion hAR CAG 18 und CAG 36 
 
3.4.1. Zellkulturbedingungen 93RS2 Zellen 
Die 93RS2 Sertoli Zellen werden in einer 5 prozentigen CO2 Atmosphäre bei 
34°Celsius kultiviert. Das Standard Kulturmedium enthält DMEM high glucose 
gemischt im Verhältnis 1:1 mit Ham's F-12 Medium plus 100 Einheiten/ml Penicillin, 
0,1 mg/ml Streptomycin, 10% FBS-Gold (Gesamtprotein 3,0-4,5 g/dl), und 1 % ITS 
(1000 mg/l Insulin, 550 mg/l Transferrin, 0,68 mg/l Selenin).  
 
3.4.2. Selektionsvorversuch 
Um sicherzustellen, dass nur Zellen die die hAR-DNA in ihr Genom integriert haben, 
die spätere Antibiotikaselektion überleben, wurde zuvor eine Testreihe mit 
verschiedenen Konzentrationen des Selektionsantibiotikums Blastizidin an 
untransfizierten 93RS2 Zellen durchgeführt. So konnte ermittelt werden, bei welcher 
Konzentration an Blastizidin im Zellkulturmedium die untransfizierten Zellen absterben, 
siehe Tab. 15 
 
 
(200.000 93RS2 Zellen/ 6-Well-Platte) 
 
Zugabe von Blastizidin (μg/ml Medium) zum Zellkulturmedium (siehe 3.4.1.) 
 







 Vitalität/Mortalität jeweils nach 24 und 48h überprüft 
 






3.4.3. Transformation der AR-Klone 
Für die Transfektion wird eine cDNA mit möglichst hoher Reinheit benötigt. 
Die Klone mussten daher erneut transformiert, das heißt über chemisch kompetente 
Bakterienzellen (E. coli) vermehrt werden, siehe Tabelle 16  
 
 1 μl (50 ng) jedes Klones auf die E. coli (TopTen) Zellen geben 
 30 min auf Eis stehen lassen 
 für 30 sec bei 42° Celsius inkubieren (heat shock) 
 sofort wieder auf Eis stellen 
 250 μl SOC Medium zugeben 
 für 60 min bei 37° Celsius im Schüttler inkubieren 
 jeden Vektoransatz auf 3 LB-Amp-Platten ausplattieren (50 μl, 100 μl, ca. 110 μl 
Zellsuspension) 
 über Nacht im Brutschrank bei 37° Celsius inkubieren 
 
 gewachsene Kolonien beurteilen und „picken“ 
 je eine Kolonie in 100 ml LB-Amp-Medium geben (2 Kolonien pro Klon) 
 über Nacht im Schüttler bei 37° Celsius inkubieren (17h)  
 Midi-Präparation 
 
Tab. 16: Reagenzien; Volumina; Transformation der AR Klone (AR CAG18 und AR CAG36). 
 
3.4.4. DNA-Midi Präparation 
Im Unterschied zur Mini Präparation erhält man bei der Midi Präparation eine größere 
Ausbeute an cDNA. Eine präparierte cDNA ist allerdings immer zu einem bestimmten 
Anteil mit anderen Molekülen wie Proteinen und anderen organischen Bestandteilen 
kontaminiert. Da bei der Midi-Präparation im Gegensatz zur Mini-Präparation die DNA 
zusätzlich noch mit Isopropanol präzipitiert wird, ist eine höhere Reinheit zu erwarten. 
Die photometrisch ermittelte Absorption bei 260 und 280 Nanometer (A260/280) wird 
benutzt, um die Reinheit der cDNA abzuschätzen. Eine reine cDNA hat eine A260/280 
von etwa 1.8. Die Midi-Präparation wurde mit einem NucleoBond®Xtra Midi Kit 
(Marcherey-Nagel) durchgeführt, wobei das Standardprotokoll an einigen Punkten 
ergänzt, bzw. abgeändert wurde. So wurde das Bakterienpellet einem zusätzlichen 
Waschschritt mit PBS unterzogen und bei der Alkoholfällung mit Isopropanol wurde 
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sowohl bei RT, als auch auf Eis eluiert. Die nach Alkoholfällung im Probenröhrchen 
verbliebenen Ethanolreste wurden nicht wie im Standardprotokoll bei RT trocknen 
gelassen, sondern aktiv mit einer Wasserstrahlpumpe über eine sterile Pasteurpipette 
abgesaugt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in einer Kühlzentrifuge bei 4°Celsius 
mit 6000 g. Die Trocknungszeit der Pellets nach dem Absaugen des Ethanols und die 
Menge des ddH2O zum Lösen der Pellets, wurde der jeweiligen Ausbeute an DNA im 
unten angegebenen Rahmen angepasst, Protokoll siehe Tab. 17 
 50 ml der Bakteriensuspension für 20 min zentrifugieren 
 Überstand verwerfen 
 restliche 50 ml Bakterienkultur ins selbe Tube geben 
 20 min zentrifugieren 
 Überstand verwerfen 
 in 10ml PBS waschen (vortexen) und 20 min zentrifugieren 
 Überstand verwerfen 
 in 10 ml Puffer RES resuspendieren (Pipette) 
 mit 10 ml Puffer LYS Zellen lysieren (5x invertieren, dann 5 min bei RT stehen lassen) 
 mit 10 ml Puffer NEU neutralisieren (12x invertieren, dann 30 min zentrifugieren) 
 Filter in die Säule stecken und mit 12 ml Puffer Equ equilibrieren 
 Säule beladen (nur klare Flüssigkeit) 
 nach vollständigem Durchlauf mit 5 ml Puffer Equ waschen 
 Filter verwerfen 
 Säule mit 8 ml Puffer Wash waschen 
 mit 5 ml Puffer Elu in neues Tube eluieren 
 mit 4 ml 0,75% Isopropanol erst 2 min RT, dann 5 min auf Eis eluieren 
 vortexen und 90 min zentrifugieren 
 sofort nach Stand der Zentrifuge Überstand dekantieren und Tube trockentupfen 
 Pellet mit 2ml Ethanol (70%) waschen (am Tube herunterlaufen lassen) 
 2-5 min bei Raumtemp. inkubieren 
 30 min zentrifugieren 
 dekantieren und über Kopf stehen lassen 
 mit steriler Pasteurpipette (Wasserstrahlpumpe) Ethanolreste absaugen 
 bei Raumtemperatur 5-10 min trocknen  
 in 50-200 μl ddH2O (je nach Pellet) über Nacht bei 4°C lösen 
weitere Schritte des Protokolls am nächsten Morgen: 
Konzentration der DNA und A260/280 photometrisch bestimmen 
 
 
Tab. 17: Reagenzien; Volumina; Midi-Präparation 
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3.4.5. Transfektion  
Transfektion bedeutet, dass Fremd-DNA in eine Wirtszelle geschleust wird. Dies 
geschieht zumeist über die bereits beschriebenen Plasmid-Vektoren. Sie bilden eine 
Art Transportvehikel für Fremd-DNA. Eine Transfektion kann über verschiedene 
Methoden wie etwa die Calciumphosphat-Präzipitation, Lipofektion, Elektroporation, 
Transfektion durch Beschuss, Magnet Assisted Transfection etc. erfolgen. Die 
Transfektionsmethode muss dabei vom jeweiligen Zelltyp und dessen Eigenschaften 
abhängig gemacht werden. 
Eine seit langem bekannte und ohne größeren materiellen Aufwand zu betreibende 
Methode ist die so genannte Calciumphosphat-Präzipitation. Bei der 
Calciumphosphat-Präzipitation werden DNA, Calcium und Phosphatpuffer gemischt 
und auf die Zellen gegeben. Die sich bildenden Calciumphosphatkristalle werden dann 
durch Endozytose von den Zellen aufgenommen (Chen al. 1988). Eine zweite weit 
verbreitete Transfektionsmethode ist die Elektroporation. Bei dieser Methode wird die 
Zellmembran durch einen elektrischen Impuls permeabilisiert und die DNA kann so in 
die Zellen diffundieren (Baum et al. 1994).  
Des Weiteren unterscheidet man bei der Transfektion zwischen transienter- und 
stabiler Transfektion. Bei der transienten Transfektion wird die DNA nur zeitweise in 
die Wirtszelle gebracht, bei der stabilen Transfektion ins Genom der Zelle integriert. 
Um eine stabile Transfektion zu erreichen, bedarf es entsprechender 
Zellkulturbedingungen. Über die Zugabe eines Antibiotikums in das Zellkulturmedium 
werden die Zellen selektioniert. Der transfizierte Vektor besitzt für dieses Antibiotikum 
ein entsprechendes Resistenzgen. Nach ein bis zwei Zellpassagen der transfizierten 
Zellen wird dem Zellkulturmedium das entsprechende Antibiotikum zugesetzt und 
dann für zwei bis drei Wochen kultiviert. Lediglich die Zellen, die die transfizierte DNA 
in ihr Genom aufgenommen haben und somit das Resistenzgen exprimieren, 
überleben.  
Die Transfektion in die 93RS2 Ratten-Sertoli-Zellen erfolgte mittels Elektroporation. 
Für die Experimente wurde der Microporator MP-100 (peqlab) benutzt. Es wurde ein 
Pellet aus 200.000 Zellen in 10 Mikroliter Resuspensionspuffer gelöst und dann zwei 




 Zellen in Kulturmedium ohne Antibiotika aussäen 
 bis ca. 85% optische Konfluenz wachsen lassen 
 Zellen ablösen (Trypsin) und Zellzahl bestimmen 
 auf 200.000 Zellen/Well einstellen 
 Zellsuspension 5 min bei 500 g zentrifugieren 
 Überstand verwerfen 
 Pellet in 10μl Resuspensionspuffer aufnehmen 
 2 μl DNA (1 μg/μl) zu pipettieren 
 Küvette am Microporator mit 3 ml Elektrolyse-Puffer befüllen 
 mit Microporator-Pipette und Gold-Tip-Pipettenspitze 10 μl Zellsuspension aufnehmen 
 Pipette in den Microportor stellen 
 auf 1150 mV, 20 msec und zwei Pulse einstellen 
 microporieren 
 Zellsuspension in 6-Well-Platte aussäen 
 24 h bei 5% CO2 und 34° C inkubieren 
 
nach 24 und 48 h Wachstum + Leuchten von GFP beurteilen 
nach 48 h Mediumwechsel und Zugabe von Blastizidin 
 
Tab. 18: Reagenzien; Volumina; Transfektion mit MP-100 
 
3.4.6. optische Kontrolle des Transfektionserfolgs 
Eine optische Kontrolle des Transfektionserfolges wurde 24 Stunden nach 
Transfektion durchgeführt. Mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica) wurde das grüne 
Leuchten des c-terminal am transfizierten hAR hängenden GFP beurteilt, damit eine 
Entscheidung bezüglich weiterer Selektion mit Antibiotika getroffen werden konnte.  
3.4.7. Antibiotikaselektion 
Nach der ersten Zugabe des Selektionsantibiotikums Blastizidin in der vorher 
ermittelten, für untransfizierte Zellen letalen Konzentration, wurden die Zellen bis zu 
einer optischen Konfluenz von etwa 80% inkubiert. Abhängig vom Wachstum der 
Zellen erfolgten in 72 oder 96 Stunden Abstand ein Mediumwechsel und eine erneute 
optische Kontrolle auf die Expression des hAR über das Leuchten des GFP. Jeder 
zweite Mediumwechsel erfolgte ohne die Zugabe von Blastizidin. Nach drei Wochen 
Selektion wurden die transfizierten Zellpassagen molekularbiologisch weiter auf die 
gewünschten Eigenschaften hin überprüft. 
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3.5. Charakterisierung der transfizierten Zelllinien 
3.5.1. Immunfluoreszenz hAR  
Bei der Immunfluoreszenz wird prinzipiell zunächst der Zellverband fixiert und dann 
ein Antikörper gegen das gesuchte Antigen zugegeben. In dem folgenden Versuch 
wurde ein indirektes Nachweisverfahren, also die Verwendung von zwei Antikörpern, 
durchgeführt. Die fixierten Zellen wurden zuerst mit einem spezifischen unmarkierten 
Antikörper inkubiert. Dieser Antikörper bindet an das Antigen. Der Antikörper wird dann 
seinerseits mit einem zweiten, für den ersten Antikörper spezifischen Antikörper 
nachgewiesen, der mit einem Fluorescein (fluoreszierender Farbstoff) gekoppelt, also 
markiert ist. Die Verwendung von zwei Antikörpern führt bei diesem indirekten 
Nachweisverfahren zu einer wesentlichen Fluoreszenzverstärkung. Die Fluorezenz 
kann dann mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops gesichtet werden.  
Für diesem Versuch wurden jeweils 200.000 Zellen mit 2 Milliliter Zellkulturmedium 
ohne Antibiotikum in 6-Well-Platten ausgesät und für 48 Stunden bei 34° Celsius 
inkubiert. Detektiert wurde auf humanen AR und auf GFP. Da das GFP über den 
Expressionsvektor an den transfizierten humanen AR gekoppelt ist, kann es ebenfalls 
als Nachweis für diesen dienen. Für die Immunfluoreszenz wurde das Protokoll in 
Tabelle 19 verwendet. 
 
 Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd für 20 min bei RT fixieren 
 3x waschen mit PBS 
 mit 0,1% Triton x-100 Zellmembran durchlässig machen 
 in eine 12-Well-Platte überführen 
 mit PBS waschen 
 blocken mit 3% BSA (Bovine Serum Albumin) in TBST (Tris-buffered Saline and Tween 20) 
 mit PBS waschen 
 1. AK: rb anti GFP (ABCAM, ab290) in der Verd. 1:200 in 1% BSA gelöst zugeben 
 3 Stunden bei RT inkubieren 
 waschen mit PBS 
 2. AK: goat anti rb Alexa 488 (Invitrogen) in der Verd. 1:200 mit 1% BSA in TBST gelöst zugeben 
 1 Stunde im Dunkeln bei Raumtemp. inkubieren 
 waschen mit PBS 
 Zellen einbetten mit Vectashield + DAPI (Vector Laboratories, H-1200) 
 mit Fluoreszenzmikroskop auswerten 
 
Tab. 19: Reagenzien; Volumina; Immunfluoreszenz GFP 
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3.5.2. aus transfizierten Zelllinien 
Die beiden stabil transfizierten Zelllinien wurden 93RShAR18 und 93RShAR36 
benannt. Von beiden Zelllinien wurde zunächst RNA nach demselben Protokoll wie in 
3.3.1 isoliert. 
3.5.3. RNA Aufreinigung 
Der anschließende DNAse-Verdau erfolgte nach Protokoll von 3.3.2. 
 
3.5.4. Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 
Die reverse Transkription folgte demselben Protokoll wie in 3.3.3 beschrieben. 
 
3.5.5. Amplifikation hAR 
Amplifiziert wurde der hAR aus der Sertolizell-cDNA von 93RShAR18 und 
93RShAR36 mit dem Primerpaar: 
 
5’– TAT CCC AGT CCC ACT TGT G –3’  
5’– CCT CAA TGA ACT GGG AGA GA –3’, 
 
nach folgendem PCR Programm über 35 Zyklen. Die PCR wurde an einem T3 
Thermocycler (Biometra) nach Protokoll in Tab. 20 durchgeführt. 
Reagenzien   Volumen (μl)   PCR Programm: 
PCR MM       94°C   4 min 
PCR MasterMix   34    94°C   45 sec 
Primer F   2,5    55°C   45 sec     } 35 Zyklen 
Primer R   2,5    72°C   1 min 30 sec 
cDNA    1    72°C   5 min 
ddH2O    10   
    ---- 
Gesamtvolumen  50 
 
Tab. 20: Reagenzien; Volumina; PCR auf hAR. 
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3.5.5.1. Agarosegelelektrophorese und Detektion 
Die Agarosegelelektrophorese und die anschließende Detektion erfolgten wie in 
3.3.4.1 beschrieben. 
 
3.5.6. Western Blot 
Ein Western Blot ist der Versuch vorher elektrophoretisch getrennte Proteine dauerhaft 
auf einer Membran zu fixieren. Dazu wird die molekulargewichtsabhängige 
Wanderung der einzelnen Proteine in einem elektrischen Feld ausgenutzt. Die 
Proteine werden also zunächst gelelektrophoretisch getrennt, anschließend auf einer 
Nitrozellulose-Membran fixiert, angefärbt und damit schließlich sichtbar gemacht. Die 
zu untersuchenden Proteine werden zuvor aus den zu untersuchenden Geweben, 
Zellen etc. extrahiert, die Proteinkonzentration gemessen und diese dann mittels 
Verdünnung auf eine normierte Protein-Konzentration eingestellt. 
Im Prinzip besteht ein Western Blot aus folgenden Teilschritten: Probenvorbereitung – 
Gelelektrophorese – Transfer (Blotting) – Nachweisreaktion – Detektion  
(Frey et al 2007), Protokolle der einzelnen Teilschritte siehe Tabellen 21 bis 30. 
 
1.) Proteinextraktion:  
Hierfür wurden aus eingefrorenen 93RS2-Zellen sowie 93RShAR18-Zellen und 
93RShAR36-Zellen die Proteine extrahiert. Die Proteine für die 
Positivkontrollen stammen aus der Veterinär-Anatomie. Diese wurden aus 
Hodenhomogenat  von Patienten mit normaler Spermatogenese extrahiert, 
siehe Tabelle 21. 
 Gefrorene Zellprobe in ein eiskaltes 2,2 ml Tube überführen 
 250 µl auf 95°C erwärmtes Roti-Load 1 (Roth) in Tris Puffer zugeben und vortexen 
 Tubes für 10 min im Wasserbad bei 95°C inkubieren 
 250 µl Isopropanol zugeben und vortexen 
 5 min bei Raumtemp. stehen lassen anschließend vortexen 
 10 min bei 14000 g zentrifugieren (4°C) 
 Überstand verwerfen 
 Pellet in 2 ml 95% igem Ethanol mit 0,3 M Guanidinhydrochlorid lösen und vortexen 
 20 min bei Raumtemp. stehen lassen anschließend vortexen 
 5 min bei 14000 g zentrifugieren (4°C) 
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 Lösen des Pellets in 95% igen Ethanol 3 mal wiederholen 
 Pellet in 2 ml 70% igen Ethanol lösen und vortexen 
 20 min bei Raumtemp. stehen lassen anschließend vortexen 
 5 min bei 14000 g zentrifugieren (4°C) 
 Überstand verwerfen (Restflüssigkeit vorsichtig entfernen) 
 Pellet für 10-20 min im Brutschrank bei 37°C trocknen 
 250 µl SDS (Lauryl-Sulfat Na-Salt, Sigma) zugeben und vortexen 
 1 h bei 70°C (Wasserbad) inkubieren 
 10 min bei 14000 g zentrifugieren (4°C) 
 Überstand absaugen und in Tube zur Proteinmessung überführen 
 Pellet verwerfen 
 
Tab. 21: Reagenzien; Volumina; Proteinextraktion aus 93RS2, 93RshAR18 und 93RshAR36. 
 
 
2.) Proteinmessung (photometrisch):  
Messung der Proteine mit der BCA–Methode: Im ersten Schritt nutzt man die 
bekannte Reaktion, dass in alkalischem Medium Cu2+-Ionen durch Proteine zu 
Cu+-Ionen reduziert werden. Es bildet sich ein hellblauer Komplex. In einem 
zweiten Schritt wird Bicinchinonsäure zugesetzt, die Cu+-Ionen bilden mit dieser 
schließlich einen violetten Farbkomlplex. Dieser Farbkomplex ist wasserlöslich 
und wird photometrisch gemessen. Bei 560nm gibt es eine starke Absorbation, 
linear ansteigend mit der Proteinkonzentration, Protokoll siehe Tab. 22. 
 
 100 µl BCA Protein Assay Reagent A (Pierce) + 2 µl Protein Assay Reagent B 
 Lösungen mischen 
 95 µl des Gemisches aus Protein Assay Reagent A und B 5 µl BSA (2mg/ml) hinzufügen 
             30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubieren 
 Messung innerhalb von 10 min durchführen um gleichbleibende Ergebnisse zu erhalten 
 Küvette mit 100 µl Aqua dest. Befüllen; Blank: 0.000E 
 Küvette mit 100 µl Standardgemisch befüllen; Sample 
 Vorgang nach Entleerung mit BSA wiederholen 
 Messvorgang mit Proben wiederholen 
 Verdünnung wenn Proteinkonzentration außerhalb der Kalibrierung: 2,5 µl Probe + 2,5 µl 1% 
ige SDS- Lösung, dann fortfahren wie oben. 
 
Tab. 22: Reagenzien; Volumina; Proteinmessung. 
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3.) Probenvorbereitung (µg/ml) 
 13 µl Probe mit 5 µl NuPAGE®  LDS Sample Buffer (Invitrogen) und 2 µl NuPAGE®  Sample 
Reducing Agent ( Invitrogen) vermischt 
 Proben kurz vortexen 
 Hitzedenaturierung der Proben in einem 70 °C  Wasserbad für 10 min 
 
Tab. 23:.Volumina, Protokoll Probenvorbereitung Western Blot 
 
4.) Gelelektrophorese 
 (für die Außenkammer): 50 ml 20 × NuPAGE®  MOPS SDS Running  Buffer (Invitrogen) mit 
950ml Aqua bidest verdünnen 
 (für die Innenkammer): 200 ml 1 × NuPAGE®  MOPS SDS Running  Buffer (Invitrogen) mit 
500ml   
 NuPAGE®  Novex 10% BIS-Tris Mini Gel (1,0 mm × 12 Wells) in die Elektrophoresekammer   
 (XCell SureLock™) einsetzen 
 Äußere und innere Gelkammer mit o.a. Puffern befüllen 
 5 µl vom Marker (PageRuler™Prestained Protein Ladder) und 15 µl Proben-Mix in jeweils eine 
Geltasche pipettieren 
 Elektroden anschließen und bei 200 V Spannung 60 min laufen lassen 
 
 
Tab. 24: Reagenzien; Volumina; Protokoll Gelelektrophorese. 
 
5.) Transfer (Blotting) 
Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine im „ Semi-Dry-Blot-
Verfahren“ auf die Trägermembran übertragen. 
 Nitrozellulose-Membran (0,45 µm Porengröße), Filterpapiere und Sponge Pads in NuPAGE® 
     Transfer Buffer einweichen 
 Gel aus der Kammer nehmen und Filterpapier auf das Gel legen und von der Platte lösen 
 Blotting-Modul (XCell 2 ™) von unten nach oben aufbauen: 3 Sponge Pads; Filterpapier; 
Nitrozellulose-Membran; Gel; Filterpapier; 2 Sponge Pads. 
 Blotting-Modul in die Kammer (XCell SureLock™) einsetzen und mit NuPAGE® Transfer Buffer 
befüllen 
 äußere Kammer mit Aqua bidest befüllen 
 bei einer Spannung von 30 V für 60 min blotten 
 
Tab. 25: Reagenzien; Volumina; Transfer der aufgetrennten Proteine. 
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6.) Nachweisreaktion für hAR 
a.) Blockierung unspezifischer Bindungsstellen 
 Nitrozellulose-Membran mit zum Gel zugewandter Seite in eine Inkubationsschale überführen 
 Inkubationsschale mit Blockpuffer füllen 
 auf Wippschüttler (WT 16) für 30 min bei Raumtemp. blocken 
 Blockpuffer abschütten 
 auf Wippschüttler, Membran 3 mal für jeweils 5 min in Waschpuffer waschen 
 
Tab. 26: Protokoll Blockierung unspezifischer Bindungsstellen. 
 
b.) Inkubation mit Primärantikörper 
Zum Nachweis des AR in den transfizierten Zelllinien wurde ein polyklonaler IgG 
Antikörper AR(N-20) sc-816 (Santa Cruz Biotechnologie) aus Kaninchen in der 
Verdünnung 1:200 verwendet. 
  
 Herstellen einer Verdünnung von 1:200 mittels Puffer 3 nach Herstellerangaben 
 Membran über Nacht auf Wippschüttler bei Raumtemp. inkubieren 
 Primärantikörperverdünnung abschütten 
 auf Wippschüttler, Membran 3 mal für jeweils 5 min in Puffer 3 waschen 
 
 
Tab. 27: Protokoll Inkubation mit Primärantikörper. 
 
c.) Inkubation mit dem Sekundärantikörper 
Zum Nachweis des AR in den transfizierten Zelllinien wurde als Sekundärantikörper 
ein polyklonaler IgG Antikörper Ziege-Anti-Kaninchen, E0432 (Dako, Hamburg) in der 
Verdünnung 1:400 verwendet. 
 Herstellen einer Verdünnung von 1:400 mittels Puffer 3 nach Herstellerangaben 
 Membran für 45 min auf Wippschüttler bei Raumtemp. inkubieren 
 Sekundärantikörperverdünnung abschütten 
 auf Wippschüttler, Membran 4 mal für jeweils 5 min in Puffer 4 waschen 
 




d.) Zugabe der Peroxidase ( Vectastain Elite ABC Standard Kit) 
 Herstellen einer ABC-Lösung nach Herstellerangaben  
 Membran für 45 min auf Wippschüttler bei Raumtemp. inkubieren 
 Sekundärantikörperverdünnung abschütten 
 auf Wippschüttler, Membran 4 mal für jeweils 5 min in Puffer 4 waschen 
 auf Wippschüttler, Membran 2 mal für jeweils 5 min in PBS-Puffer waschen 
 




 TrueBlue™ Peroxidase Substrat-Lösung auf die Membran geben 
 Membran für 5 min unter dem Abzug (mit Alufolie abgedeckt) inkubieren 
 TrueBlue™ Peroxidase Substrat-Lösung abschütten 
 auf Wippschüttler, Membran 3 mal für jeweils 5 min in Aqua bidest waschen 
 Membran im Trockenschrank bei 37°C (mit Alufolie abgedeckt) trocknen 
 
Tab. 30: Protokoll Farbreaktion. 
 
Beim Färbevorgang wurden Negativkontrollen mitgeführt, mit diesen wurde, mit 
Ausnahme der Inkubation mit dem primären Antikörper, genau wie mit den Proben 
verfahren. Anstelle des primären Antikörpers wurde bei diesen Kontrollansätzen der 
Puffer 3 verwendet. 
 
7.) Detektion hAR 
Nach visueller Betrachtung und Auswertung der Banden, wurden diese digital 









3.6. Stimulationsversuche 93RShAR18 und 93RShAR36 
 
Zur Stimulation mit Testosteron wurden jeweils 200.000 Zellen in ein Well einer 6-Well-
Platte mit 2 Milliliter Kulturmedium ausgesät, jeder Ansatz in drei biologischen 
Replikaten. Das Kulturmedium entsprach in seiner Zusammensetzung den in 3.4.1. 
angegebenen Parametern, lediglich ein anderes, steroidfreies FBS (total bovine 
charcoal stripped FBS, Sigma) wurde verwendet und das Selektionsantibiotikum 
Blastizidin zugesetzt. Nach zwei Tagen erfolgte ein Mediumwechsel. Das neue 
Medium enthielt kein Blastizidin mehr. An Tag drei erfolgte ein zweiter 
Mediumwechsel, das Medium enthielt ebenfalls kein Blastizidin und der Anteil an FBS 
wurde von vorher 10 Prozent auf fünf Prozent gesenkt. Bei einer optischen Konfluenz 
der Zellen von 85 Prozent, etwa an Tag vier, erfolgte ein letztmaliger Mediumwechsel. 
Der Anteil an FBS betrug jetzt ein Prozent und Testosteron in den entsprechenden 
Konzentrationen wurde zugesetzt. Das Testosteron wurde in Ethanol gelöst. Die 
Ungiftigkeit für die Zellen, in der zum Lösen des Testosterons benötigten 
Konzentration, im Verhältnis zum Zellkulturmedium, wurde vorher überprüft. Um Werte 
zur Normierung der Genexpression zu erhalten, erfolgte auch eine „Stimulation“ ohne 
Testosteron, nur mit dem Lösungsmittel Ethanol. 
 
3.6.1. Testosteronstimulation 
Die drei Zelllinien 93RShAR18, 93RShAR36 und 93RS2 wurden für 24 und 48 
Stunden in den Testosteronkonzentrationen 10-9 M bis 10-5 M wie oben beschrieben, 
simuliert. 
 
3.6.2. Zeitreihe Testosteronstimulation 
Die Stimulation erfolgte  wie in 3.6 beschrieben für alle drei Zelllinien. Die Stimulation 
der nativen 93RS2 Sertoli-Zellen diente als Transfektionskontrolle, sollten sich durch 
die  Transfektion mit dem humanen AR die biologischen Eigenschaften verändert 
haben. Es wurde mit einer Konzentration von 10-6 M Testosteron stimuliert. Das 




3.6.3. Bestimmung der CAG-Repeat-Länge (PAGE-PCR) 
Die Länge des CAG-Repeat könnte sich bei der Replikation in den Zelllinien nach 
Stimulation mit Testosteron ändern. Um zu ermitteln ob und wie sich die CAG-Repeat-
Länge geändert hat, wurde eine PCR mit anschließender PAGE- (high resolution 
polyacrylamide gel electrophoresis) Elektrophorese durchgeführt. Hierbei handelt es 
sich um eine PCR nach bekanntem Prinzip, lediglich die Visualisierung unterscheidet 
sich. Man verwendet anstatt eines Agarosegels ein Polyacrylamidgel. Dieses 
Polyacrylamidgel bietet im Vergleich zu Agarosegelen eine bessere Auflösung kleiner 
DNA-Fragmente, was hier eine bis auf eine Base genaue Ermittlung der tatsächlichen 
CAG-Repeat-Länge erlauben soll. Die PAGE-PCR wurde für alle drei biologischen 
Replikate (N1-N3), in den Testosteronkonzentrationen 10-9 M bis 10 -5 M und für das 
Lösungsmittel Ethanol alleine, nach einer Testosteronstimulation über 24 Stunden, 
durchgeführt. Für diesen Versuch wurde zunächst wie in 3.3.1. beschrieben, RNA aus 
allen drei biologischen Replikaten der Zelllinien 93RS2, 93RShAR18 und 93RShAR36 
isoliert. Anschließend erfolgte die Aufreinigung (Protokoll 3.3.2.) und dann über 
reverse Transkription wie in 3.3.3. das Umschreiben in cDNA. Um das CAG-Repeat 
zu amplifizieren verwendeten wir das Primerpaar 5´ - AGT GAT CCA CCC GGG C -3’ 
und 5’ - TTG GGG AGA ACC ATC CTC A – 3’ nach folgendem Protokoll in Tabelle 31 
über 40 Zyklen. 
 
Reagenzien   Volumen (μl)   PCR Programm: 
PCR MM       94°C   5min 
PCR MasterMix   34    94°C   60 sec 
Primer F   2,5    55°C   60 sec     } 40 Zyklen 
Primer R   2,5    72°C   60 sec 
cDNA    1    72°C   5 min 
ddH2O    10   
    ---- 
Gesamtvolumen  50 
 







Für die Visualisierung der tatsächlichen CAG-Repeat-Länge wurde ein 
Polyacrylamidgel aus ddH2O, 10x TBE (0.9 M Tris Base, 0,9 M Borat und 0,02 M 
EDTA) Elektrophoresepuffer, Acrylamid (SERVA Electrophoresis GmbH), APS 
(Ammonium persulfate analytical grade, SERVA) und TEMED (N,N,N’-Tetramethyl-
ethylene diamine research grade, SERVA) gegossen, siehe Tabelle 32. 
 
Herstellung des Polyacrylamidgels 
 
Reagenzien    Volumen (ml) 
 
ddH2O     56 
Acrylamid (40%)    12 
APS (0,1%)    0,4 
TEMED    0,04 
     ------- 
Gesamtvolumen   75,94 
 
 
 Reagenzien mischen und 30 min bei Raumtemperatur aushärten lassen 
 
Tab. 32: Reagenzien, Volumina, Polyacrylamidgel. 
 
3.6.3.2. Polyacrylamidgelelektrophorese und Detektion 
Zur Detektion der CAG-Repeat Länge wurden 20 μl des PCR-Produkts gemischt mit 
6 μl TBE Loading Dye auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Zunächst wurde das 
Polyacrylamidgel bei 20 mA für 30 min und dann bei 40 mA für 150 min laufen 
gelassen. Angefärbt wurde anschließend mit Ethidiumbromid (Roth); 100 μl pro 500 
ml 10x TBE Elektrophoresepuffer) für 30 min. Abschließend erfolgte die Visualisierung 







3.6.4. Ermittlung der Housekeeper für RT-qPCR 
Ein Housekeeping Gen bezeichnet ein Gen, das von äußeren Einflüssen, wie dem 
Medium, der Zellart etc., in seiner Expression möglichst wenig reguliert wird. Um die 
mRNA-Expression der jeweiligen Ziel-Gene zu bestimmen, benutzt man diese Gene 
als endogene Kontrolle zur Normierung. Für den folgenden Real-Time qPCR Versuch 
war es notwendig, Gene zu finden, die durch eine Stimulation mit Testosteron 
möglichst wenig reguliert werden. Aus diesem Grund wurde eine PCR mit einer so 
genannten Housekeeperplatte durchgefürt. 
Auf dieser 96-Well-Platte (TaqMan® Array Plate, rat endogenous control (Applied 
biosystems)) befinden sich die Primer für 32 verschiedene, als Housekeeping-Gen bei 
der Ratte in Frage kommende Gene.  
Die zu untersuchende cDNA wird mit dem mitgelieferten MasterMix und ddH2O 
vermischt und in die entsprechenden Wells pipettiert.  
Wir untersuchten die Genexpression anhand der cDNA von über 24 Stunden mit 
Testosteron stimulierten 93RShAR18 Zellen. Diese wurden zum einen mit einer hohen 
Konzentration von 10-6 M Testosteron (1000 nmol/L) und zum anderen mit einer 
niedrigen Konzentration von 10-9 M Testosteron (1 nmol/L) stimuliert. Dies entspricht 
einem Teil der geplanten Stimulationsversuche, sowohl in der 
Testosteronkonzentration als auch der Stimulationsdauer. Die als Housekeeping-
Gene für die geplanten Stimulationsversuche in Frage kommenden Gene sollten 
weder bei der hohen, noch bei der niedrigen Testosteronkonzentration einen 
nennenswerten Unterschied in der Expression zeigen. Die cDNA wurde nach 
bekanntem Protokoll (3.3.1. bis 3.3.3.) synthetisiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz, 
der lediglich mit dem Lösungsmittel Ethanol stimuliert wurde. Die quantitative PCR 
wurde an dem ABI 7300 Real-Time PCR Instrument (Applied Biosystems) im Institut 
für Pharmakologie und Toxikologie durchgeführt. Es wurden 50 ng an cDNA eingesetzt 
und nach dem two-step Standardprotokoll der TaqMan® Array Plate, rat endogenous 








Reagenzien   Volumen (μl)   PCR Programm: 
PCR MM       95°C   10min 
TaqMan® MasterMix   10    95°C   15 sec 
cDNA (10ng/ μl)  5    60°C   1 min     } 40 Zyklen 
ddH2O    5    
    ----     
Gesamtvolumen  20 
 
Tab. 33: Reagenzien, Volumina, Protokoll PCR Housekeeperplatte. 
 
3.6.4.1. Agarosegelelektrophorese und Detektion 
Um zu kontrollieren, ob die quantitative PCR spezifische PCR Produkte geliefert hatte, 
wurden diese wie in 3.3.4.1. beschrieben auf ein Agarosegel aufgetragen und nach 
Anfärbung mit Ethidiumbromid ausgewertet. 
 
3.7. Genexpressionsvergleich testosteronstimulierte Sertoli-Zelllinien 
 
3.7.1. RNA-Isolation aus testosteronstimulierten Sertoli Zelllinien 
Die RNA aus den stimulierten Sertolizellen von 93RS2, 93RShAR18 und 93RShAR36 
wurde mit peqGold Total RNA Kit (Peqlab), wie in 3.3.1. beschriebenen, isoliert.  
3.7.2. Aufreinigung der RNA  
Die Aufreinigung der RNA erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie unter 3.3.2. 
angegeben. 
3.7.3. Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 
Die reverse Transkripton (cDNA-Synthese) erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie 
unter 3.3.3. angegeben. 
 
3.7.4. Real-time quantitative PCR 
Mit Hilfe der quantitativen PCR werden Nukleinsäuren quantifiziert, d.h. ermittelt wie 
viel von der gesuchten mRNA von dem entsprechenden Gewebe oder den Zellen 
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exprimiert wird. Bei der hier verwendeten Methode der Real-time quantitativen PCR, 
also der Echtzeit quantitativen PCR, benutzt man Fluoreszenzfarbstoffe, die an die 
DNA binden. Es entsteht ein DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex, dessen Intensität mit 
einer speziellen Kamera nach jedem PCR-Zyklus, immer am Ende der Elongation, 
gemessen wird. Der Anstieg der Fluoreszenz ist mit dem Anstieg der DNA-Menge 
korreliert. Am Ende der PCR wird eine Quantifizierung für die Bereiche der PCR 
vorgenommen, in denen die Reaktion exponentiell verlief. Nur in diesen Bereichen sind 
die Bedingungen optimal und damit aussagekräftig. Da die Fluoreszenzfarbstoffe 
keine hohe Spezifität besitzen, schmilzt man am Ende der PCR die DNA auf, indem 
man die Temperatur langsam von 50 auf 95° Celsius erhöht. Die so ermittelte 
Schmelzkurve dient zur Kontrolle, ob spezifische PCR-Produkte amplifiziert wurden. 
Sie ergibt sich, da jede amplifizierte DNA bei einer spezifischen Temperatur denaturiert 
und durch die Trennung des Doppelstranges der angelagerte Fluoreszenzfarbstoff frei 
wird. Durch die Schmelzkurve ist eine Unterscheidung der erwünschten PCR-Produkte 
von unspezifischen Primerdimeren möglich. Zur weiteren Kontrolle, ob es sich bei dem 
PCR-Produkten aus der Real-time quantitativen PCR um spezifische Produkte mit 
bekannter Länge handelt, kann man diese auf ein Agarosegel auftragen. Um die 
mRNA-Expression der zwei Zielgene und der zwei Housekeeper-Gene zu ermitteln, 
wurde ein QuantiTect® Primer Assay (Qiagen) und ein QuantiFast SYBR Green PCR 
Kit (Qiagen) verwendet. Alle Real-Time qPCR Experimente wurden an einem CFX-96 
Cycler (biorad) nach einem zwei Schritt Protokoll mit anschließender Schmelzkurve 
durchgeführt. 
 
Abb. 7. Schmelzkurve beispielhaft für Clusterin in den 93RS2-Zellen. Die Kurve zeigt deutlich, dass 
keine Verunreinigungen durch andere Produkte bei der PCR aufgetreten sind.  
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In dem verwendeten Protokoll nach dem QuantiFast SYBR Green PCR Kit, sind der 
Anlagerung- und der Kettenverlängerungsschritt kombiniert. Um die mRNA-
Expression der beiden Housekeeper-Gene und der zwei Zielgene zu detektieren, 
wurden alle drei biologischen Replikate (N1 bis N3) und jede Testosteronkonzentration 
(von 10-9 M bis 10-5 M und die Kontrolle ohne Testosteron) für jede der drei Zelllinien 
einzeln auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Pro Zelllinie wurden drei unabhängige 
technische Replikate durchgeführt.  
Die Expressionsergebnisse wurden normiert, indem die normierte Quantifizierung auf 
eine Vergleichsmessung mit definierten Standards bezogen wurde.  
 
Als definierte Standards dienten die zwei mit Hilfe der Housekeeperplatte in 3.6.4. 
ermittelten, von der Stimulation mit Testosteron in der Genexpression nahezu 
unveränderten Housekeeper-Gene. Protokoll für diese PCR siehe Tabelle 34. Zur 
Berechnung möglicher Expressionsunterschiede diente die ΔC(t)-Methode. 
 
Reagenzien   Volumen (μl)   PCR Programm: 
PCR MM       94°C   5min 
2x Quanti Fast SYBR      95°C   10 sec 
Green PCR MasterMix    12,5    60°C   30 sec     } 35 Zyklen 
10x QuaniTect Primae Assay    2,5    ------------------ 
ddH2O      9    Aufschmelzen der PCR-Produkte 
cDNA (100 ng/ μl)    1     50 – 95° C 
      ----     
Gesamtvolumen    25 
 
Tab. 34: Reagenzien, Volumina, Protokoll Real-time quantitative PCR. 
 
3.7.4.1. Agarosegelelektrophorese und Detektion 
Um zu kontrollieren ob die RT-qPCR spezifische PCR-Produkte geliefert hatte, wurden 
einige PCR-Produkte wie in 3.3.4.1. beschrieben, auf ein Agarosegel aufgetragen. Die 
Proben der beiden Zielgene hAR und Clusterin ohne Testosteronstimulation für alle 
drei Zelllinien (93RS2, 93RShAR18 und 93RShAR36) in drei unabhängigen 




3.7.5 Clusterin-ELISA (Enzyme–linked Immunosorbent Assay)  
Als ELISA (Enzyme –linked Immunosorbent Assay) bezeichnet man ein 
immunologisches Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion 
beruht, die über mehrere Schritte generiert wird.  
Eine oft verwendete ELISA-Technik ist der sogenannte Sandwich-ELISA, hierbei wird 
neben einem an eine Platte fest gebundener Antikörper (bei kommerziellen Kits ist 
dieser an eine 96-Well- Mikrotiterplatte gebunden) noch ein zweiter Antikörper 
verwendet, der an anderer Stelle an das Antigen bindet. Zu dem auf der Mikrotiterplatte 
fest gebundenen Antikörper wird als erstes die Probe mit dem nachzuweisenden 
Antigen gegeben und inkubiert. Während dieser Zeit bindet der Antikörper an das in 
der Probe befindliche Antigen. 
Um ungebundene Bestandteile zu entfernen wird die Platte gewaschen, damit lediglich 
das am Coating-Antikörper gebundene Antigen zurückbleibt. Im nächsten Schritt wird 
der Detektions-Antikörper zugegeben. An dessen Ende ist ein Enzym, meist eine 
Peroxidase gebunden. Durch die Bindung dieses zweiten Antikörpers an das Antigen 
entsteht ein Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex. Die Platte wird erneut 
gewaschen. Damit das Antigen detektiert, bzw. quantifiziert werden kann, wird jetzt 
das zum Enzym passende Substrat zugegeben. Das Substrat wird zu einem 
Reaktionsprodukt umgesetzt. Das Signal dieses Produktes wird gemessen und unter 
zu Hilfenahme einer Kalibrierungskurve (ermittelt aus einer Serie bekannter 
Antigenkonzentrationen) quantitativ ausgewertet. 
 
3.7.5.1. Testosteronstimulation 48 h für ELISA 
Für den ELISA verwendeten wir die gleichen Zellen, aus denen auch die cDNA, für  
die Real-time quantitative PCR in 3.7.4. synthetisiert wurde, um eine 
Längenveränderung des CAG-Repeat nach erneuter Stimulation mit Testosteron 
auszuschließen. Die untersuchten Zellen 93RShAR18, 93RShAR36 und 93RS2 waren 
für diesen Versuch über 48 Stunden in den Testosteronkonzentrationen 10-6 M und  





3.7.5.2 Probenvorbereitungen für ELISA 
 
 Zellsuspensionen aus 3.6.1. 
 Zellzahl wurde ausgezählt und durch entsprechende Verdünnung mit Medium angeglichen 
 5 μl Zellsuspension in 195 μl Dilution Buffer (Abnova) pipettieren (=Dilution A)  
 vorsichtig vortexen 
 5 μl dieser Suspension in 245 μl Dilution Buffer (Abnova) pipettieren (= Dilution B) 
 vortexen 
 
Tab. 35: Reagenzien, Volumina, Probenvorbereitung für ELISA. 
 
3.7.5.3. ELISA 
Um die Proteinkonzentration des Proteins Clusterin in den 93RShAR18-Zellen, 
93RShAR36-Zellen und den 93RS2-Zellen zu bestimmen, wurde ein RAT Clusterin 
ELISA Kit (Abnova) verwendet. Die einzelnen Komponenten wurden nach Angaben 
des Herstellers vorbereitet. Die Durchführung erfolgte nach folgendem Protokoll, siehe 
Tabelle 36: 
 100 µl Kalibrator, Qualitätskontrolle und verdünnte Probe in die vorbereiteten Wells pipettieren 
 Bei Raumtemp. 1 h inkubieren und mit 400 g auf einem Microtiterplattenshaker schütteln 
 jedes Well mit jeweils 0,35 ml Wash- Solution 3 mal waschen 
 100 µl Biotin-Labeled Antibody Solution zugeben 
 Bei Raumtemp. 1 h inkubieren und mit 400 g auf einem Microtiterplattenshaker schütteln 
 jedes Well mit jeweils 0,35 ml Wash-Solution 3 mal waschen 
 100 µl Streptavidin-HRP Conjugate zugeben 
 Bei Raumtemp. 1 h inkubieren und mit 300 g auf einem Microtiterplattenshaker schütteln 
 jedes Well mit jeweils 0,35 ml Wash-Solution 3 mal waschen 
 100 µl Substrate Solution zugeben und Microtiterplatte mit Alufolie abdecken 
 Bei Raumtemp. für 10 min inkubieren 
 100 µl Stop-Solution zugeben um Farbreaktion zu stoppen 
 Microtiterplatte im ELISA-Reader bei 450 nm auslesen (innerhalb 10 min) 
 
Tab. 36: Protokoll ELISA. 
Die Kalkulation der analysierten Konzentrationen (ng/ml) wurde mit Hilfe des 
Auswertungsprogrammes des TECAN-ELISA-Readers berechnet. Die Absorbation 
auf der Y-Achse wurde gegen den log der bekannten Konzentration des Kalibrators 





Die Auswertung der RT-qPCR erfolgte mit Hilfe der CFX Manager ® Software (Bio-
Rad). Als Ct (treshold cycle) wird der Zyklus der RT-qPCR bezeichnet, bei dem die 
gemessene Fluoreszenz eine festgelegte Marke, den Treshold, überwunden hat. Der 
Schwellenwert wurde von der Software so berechnet, dass die Amplifikation in diesem 
Bereich exponentiell stattgefunden hat. Zur Berechnung der relativen Genexpression 
wurden zuerst die ΔCt-Werte der Zielgene AR und Clu berechnet. Die ΔCt-Werte 
wurden aus den Mittelwerten der biologischen Replikate (N1-N3) der Zielgene 
Clusterin und hAR gegen die Mittelwerte (N1-N3) jedes Housekeeping-Gens (Ubc und 
Rplp2) einzeln berechnet (ΔCt-Werte = Mittelwert Ct Zielgen (N1-N3) – Mittelwert Ct 
Housekeeper (N1-N3). Von diesen normierten ΔCt-Werten werden dann die Werte 
einer Kontrolle in diesem Fall der „Stimulation“ ohne Testosteron abgezogen (ΔΔCt-
Werte = ΔCt- Test - ΔCt-Kontrolle), der relative Expressionsunterschied einer Probe 
zwischen dem Test und der Kontrolle (Ratio) normalisiert zum Referenzgen 
(Housekeeping-Gen) und bezogen auf eine Standardprobe, ergibt sich aus der Formel: 
2-ΔΔCt .  
Die Graphen wurden erstellt mit dem Programm Graph Pad Prism. Es werden hier die 
ΔCt-Werte gezeigt, da die Unterschiede der Rohdaten (Ct-Werte) schon sehr gering 
waren. Es wurde für diese RT-qPCR keine statistische Auswertung durchgeführt, da 
diese lediglich dazu dienen sollte, Hinweise auf eine Veränderung in der Expression 
von AR und Clusterin in einer bestimmten Testosteronkonzentration zu liefern. Mittels 
ELISA konnten dann für die beiden Zellsysteme nur die Testosteronkonzentrationen 
untersucht werden, in denen überhaupt eine Veränderungen in der Genexpression von 
Clusterin auftraten. 
Die statistische Auswertung der Daten des ELISA erfolgte mit Hilfe des 
Statistikprogramms SPSS 19.0 (IBM Deutschland GmbH, München). Zur statistischen 
Auswertung des Clusterin-ELISA wurden zunächst die Mittelwerte der drei 
biologischen Replikate jeder Zelllinie auf Normalverteilung überprüft. Dann wurde ein 
ANOVA-Test (analysis of variance) für die beiden Testosteronkonzentrationen 10-6 M 
und 10-7 M einzeln durchgeführt um statistisch signifikante Unterschiede zwischen den 
einzelnen Zelllinien zu ermitteln. Da dieser signifikante Unterschiede zwischen 
mindestens zwei Gruppen, bzw. 2 Zelllinien bei beiden Testosteronkonzentrationen 
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ergab, wurde jeweils ein t-Test angeschlossen. Mit Hilfe dieses Tests wurden die 
Mittelwerte der Clusterinkonzentrationen der drei biologischen Replikate auf 
signifikante Abweichungen untereinander überprüft. Konkret hieß dass, zwischen den 
93RS2-Zellen und den 93RShAR17-Zellen, zwischen den 93RS2-Zellen und den 
93RShAR13-Zellen, sowie zwischen den 93RShAR17-Zellen und den 93RShAR33-
Zellen. Außerdem wurden die Mittelwerte der beiden Testosteronkonzentrationen 
jeweils innerhalb einer Zelllinie auf Normalverteilung überprüft und anschließend ein 





















4.1.Generierung humaner AR-Klone mit unterschiedlicher CAG-Repeat Länge 
Nach der Amplifikation des humanen AR (Trueclone®) in gesamter Länge von 2750bp, 
wurden zunächst 2 weitere Klone dieses AR mit unterschiedlicher CAG-Repeat-Länge 
erstellt. Diese wurden dann jeweils in einen pcDNA 6.2 C-EmGFP Expressions-Vektor 
(Invitrogen) kloniert. 
Die Sequenzierung (GATC, Biotech) ergab für den ersten Klon eine CAG-Repeat-
Länge von 18, daher wurde dieser erste AR Klon AR CAG 18 genannt. 



































Mittels Restriktionsdoppelverdau und Ligation wurden zwei weitere hAR Klone erstellt 
und anschließend in den Expressionsvektor pcDNA 6.2 C-EmGFP Vektor (Invitrogen) 
kloniert. Entsprechend ihrer CAG-Repeat Länge wurden die Klone hAR 14 und hAR 
36 benannt. Beide Klone befinden sich mit der Länge des CAG-Repeat innerhalb der 
als physiologisch angesehenen Varianz. Da die CAG-Repeat-Länge zwischen hAR18 
und hAR14 nur um 4 Repeats differiert, wurde lediglich mit hAR 36 und hAR 18 
weitergearbeitet. Mittels Sequenzierung (GATC, Biotech) bestätigten sich die CAG-
Repeat-Längen der neu generierten Klone: 

















































































4.2. Auswahl einer geeigneten Zelllinie für die Transfektion des hAR 
 
Zur Auswahl für die Transfektion der erstellten Klone hARCAG18 und hARCAG36 im 
Expressionsvektor pcDNA6.2EmGFP standen zum Zeitpunkt der Versuche keine 
humanen Sertoli Zelllinien zur Verfügung. Wir untersuchten die Expression eines AR 
auf mRNA Ebene in WL3 (Mueller u. Korach, 2001), SK-11 (Sneddon et al. 2005), 
beides Maus Sertoli Zellen, SCIT-C8 (Konrad et al. 2005), und 93RS2 (Jiang et al. 
1997), beides Ratten Sertoli Zelllinien. Es zeigt sich lediglich bei den WL3 und den 
93RS2 Zellen kein Signal für einen eigenen AR (Abb. 8). Als Positivkontrolle wurde die 




Abb. 8: SK-11(Maus-Sertolizellen) und SCIT-C8 (Ratten-Sertolizellen) exprimieren einen eigenen AR. 
Bei WL3 (Maus-Sertolizellen) und 93RS2 (Ratten-Sertolizellen) konnte keine Expression nachgewiesen werden. 
cDNA aus Ratten- bzw. Maushoden diente als Positiv-, H20 als Negativkontrolle. 
 
 
Die Transfektion sollte dann mit den 93RS2 Zellen (Abb. 9 und 10) durchgeführt 
werden, da nach den PCR Ergebnissen kein störender Hintergrund eines eigenen AR 
zu erwarten war. Vorversuche mit den unterschiedlichen Zelllinien zeigten die 93RS2 
Zellen außerdem bezüglich der Kultivierung (Wachstumsrate, Zellteilung, Anhaftung 
an den Kulturflaschen, Unempfindlichkeit beim Mediumwechsel und Passagieren), 
sowie der Kontaminationsanfälligkeit gegenüber den ebenfalls, keinen eigenen AR 






















4.3. Charakterisierung von zwei neuen hAR exprimierenden Ratten-Sertoli-
Zelllinien (93RShAR18 und 93RShAR36) 
Nach der Transfektion konnte der Transfektionserfolg des Fusionsproteins AR/GFP 
über das grüne Leuchten von GFP (Grün fluoreszierendes Protein) gezeigt werden. 
Der für die Transfektion benutzte Expressionsvektor trägt c-terminal das GFP. Über 
dessen Fluoreszenz konnte es nach der Transfektion mit Hilfe eines 
Fluoreszenzmikroskops (Leica) in der Zelle identifiziert werden, siehe Abb. 11 und 12.  
Ein zuvor durchgeführter Selektionsversuch (verschiedene Konzentrationen eines 
bestimmten Antibiotikums werden dem Zellkulturmedium zugesetzt um die 
Konzentration zu ermitteln, bei der die nativen Zellen absterben) zeigte, dass die 
untransfizierten 93RS2 Zellen bei einer Blastizidinkonzentration von 5 µg/ml nach 48 
Stunden Inkubation vollständig abstarben (Daten nicht aufgeführt). Nach bestätigtem 
Transfektionserfolg einzelner Zellen über GFP wurde die Antibiotikaselektion mit 
Blastizidin über 3 Wochen durchgeführt.  
Die Transfektion großer Proteine, wie den klonierten AR/GFP-Fusionsproteinen, 
gestaltete sich sehr schwierig, die Transfektionsrate war sehr gering, so dass es 
notwendig war vor dem Beginn der Selektion mit Antibiotika optisch den 
Transfektionserfolg bestimmen zu können. Nur Zellen die den Expressionsvektor 
aufgenommen hatten, dieser codiert neben GFP auch für die entsprechende Resistenz 
gegen das Antibiotikum Blastizidin, überlebten. Dadurch konnte sichergestellt werden, 
dass alle überlebenden Zellen den transfizierten humanen AR exprimieren. Es wurde 
bei den positiv transfizierten Zellen keine Selektion auf einen einzigen Klon 
durchgeführt. Durch die zufällige stabile Integration des hAR in das Genom der 
Sertolizellen ist der Ort der Integration und damit seine Transkriptionsaktivität nicht 
vorhersehbar. Durch die Selektion auf alle positiv mit dem hAR transfizierten Zellen, 
















Abb. 11 und 12: 93RS hAR 18 (links) und 93RS hAR 36 (rechts) Nativpräparate zeigen die Eigen- 
Fluoreszenz des GFP (Grün Fluoreszierendes Protein) unter dem Fluoreszenzmikroskop.  
Die zwei neuen Ratten Sertoli Zelllinien nannten wir 93RS hAR 18 und 93RS hAR 36. 
4.3.1. Immunfluoreszenz  
Das GFP des Expressionsvektors zeigte unter der Betrachtung mit einem 
Fluoreszenzmikroskop bereits ein grünes Leuchten. Es kann aber dabei nur auf eine 
positive Transfektion geschlossen werden. Durch einen Antikörper wurde das GFP-
Signal nochmals verstärkt um das AR/GFP-Fusionsprotein sowohl im Zytoplasma, als 
auch in den Zellkernen optisch darstellen zu können. Der verwendete Antikörper 
gegen das GFP (rb anti GFP (ABCAM, ab290))  markierte dieses sowohl im 
Zytoplasma, als auch im Zellkern wie in Abb. 13; 14; 15 zu sehen. Die untransfizierten 







Abb. 13 und 14: Expression von hAR-GFP Konstrukt in 93RS hAR18 (links) und 93RS hAR36 (rechts). 
Sowohl in den Zellkernen, als auch im Zytoplasma konnte mittels Immunfluoreszenz das AR/GFP-
Fusionsprotein und damit der hAR nachgewiesen werden. 
20μm 20μm 
hAR18 hAR36 









Abb. 15 und 16: Expression des AR/GFP-Fusionsproteins in den Zellkernen von 93RShAR18 (links) 




4.3.2. Amplifikation des hAR in den transfizierten Zelllinien 
Die PCR zum Nachweis des transfizierten humanen AR auf mRNA-Ebene in den 
beiden generierten Sertoli Zelllinien lieferte ein klares Signal des hAR. Das Amplifikat 
hat eine Länge von 692 Basenpaaren und bildet einen Teil am n-terminalen Ende des 
AR ab, wobei dieser in Exon 1 beginnt und in Exon 5 der AR endet. Die untransfizierten 
93RS2 Zellen lieferten hingegen kein Signal, siehe Abb. 17. H2O dient als 
Negativkontrolle, die cDNA aus dem humanen Hoden als Positivkontrolle.  
 
Abb. 17: Nachweis des hAR in den stabil transfizierten Zelllinien auf mRNA-Ebene mit RT-PCR.        
Lane 2 zeigt ein Signal der hAR in den 93RShAR18 Zellen und Lane 3 in den 93RShAR36 Zellen. Die 
93RS2 Zellen, Lane 4, lieferten kein Signal als Positivkontrolle verwendeten wir cDNA aus humanem 
Hoden, Lane 1, als Negativkontrolle H2O, Lane 5. 
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4.3.3. Western Blot  
Zum Nachweis des transfizierten humanen AR auf Proteinebene in den beiden 
Zelllinien wurde ein Western Blot mit einen spezifische Antikörper für den humanen 
AR durchgeführt. Das Molekulargewicht eines hAR beträgt 110kDA. Die transfizierten 
Konstrukte exprimieren am c-terminalen Ende ein GFP, dieses hat ein 
Molekulargewicht von 26,9 kDa. Somit hat das gesamte Konstrukt ≈ 137 kDa. Als 
Positivkontrolle diente ein humaner AR (jeweils Lane 2). Beide Zelllinien zeigen eine 
Bande in erwarteter Größe (jeweils Lane 1). Zur Dokumentation wurden die 




Abb. 18: Nachweis des AR/GFP-Fusionsproteins in den stabil transfizierten Zelllinien auf Protein-Ebene 
mit Western Blot. Lane 1 zeigt ein Signal des hAR in den 93RShAR18 Zellen (links) und in den 
93RShAR36 Zellen ebenfalls auf Lane 1 (rechts) bei jeweils 137 kDa. Das als Positivkontrolle 
verwendetete Protein stammt aus Hodenhomogenat, nach Hodenbiopsie von Patienten mit normaler 
Spermatogenese (beide jeweils Lane 2), zeigen ein Signal bei 110kDa. Das unterschiedliche 
Molekulargewicht rührt von der zusätzlichen Masse des GFP (≈27kDA) welches c-terminal an den 
transfizierten AR-Konstrukten hängt und zusammen ein Fusionsprotein bildet. 
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4.3.4. Zeitreihe Testosteronstimulation 
Alle drei Zelllinien, 93RShAR18, 93RShAR36 und die untransfizierten 93RS2 Zellen, 
wurden wie in 3.6.2  aufgeführt stimuliert. Es ergaben sich bei optischer Kontrolle unter 
dem Mikroskop keine Veränderungen bezüglich der Morphologie. Das Zellwachstum 
veränderte sich nicht und es konnte keine gesteigerte Mortalität festgestellt werden. 
 
4.3.5. Bestimmung der CAG-Repeat-Länge (PAGE-PCR) 
Die RT-PCR über den Bereich des CAG-Repeats mit anschließender PAGE (high 
resolution polyacrylamide gel electrophoresis) zeigten sich Veränderungen in der 
CAG-Repeat-Länge gegenüber den Ausgangsklonen (Abb. 19). Diese ergaben sich 
nach Kultivierung der Zelllinien und Stimulation mit Testosteron in den fünf 
Konzentrationen 10-5 M bis 10-9 M, gelöst in Ethanol, über 24 h. Alle Stimulationen 
wurden in drei unabhängigen biologischen Replikaten durchgeführt. Als Kontrolle 
diente die Stimulation mit dem für  Testosteron als Lösungsmittel verwendeten 
Ethanol. Es ergaben sich bezüglich der CAG-Repeat-Länge keine Unterschiede 
zwischen den einzelnen Testosteronkonzentrationen. Die Menge an Testosteron 
schien somit keinen Einfluß auf die Veränderungen in den CAG-Repeat-Längen 
gehabt zu haben. Der Verlust von einem, bzw. drei CAG-Repeats scheint bei der 
reversen Transkription (cDNA-Synthese), in 3.3.3. beschrieben, eingetreten zu sein.  
Für die Berechnung der CAG-Repeat-Länge wurde die Laufweite der einzelnen PCR-
Produkte mittels einer Eichkurve in die Basenpaarlänge umgerechnet (vgl. Fietz et al. 
2011). Für die 93RShAR18 Zellen ergab sich der Verlust von 1 Repeat, für die 
93RShAR36 Zellen von 3 Repeats. Für die weiteren Untersuchungen dieser Arbeit 
wurden die Zelllinien entsprechend ihrer CAG-Repeat Länge neu in 93RShAR17 und 
93RShAR33 umbenannt. Alle weiteren RT-PCR-Experimente wurden mit den auch für 
die PAGE-PCR eingesetzten, aus drei unabhängigen biologischen Replikaten 





Abb. 19. Bestimmung der CAG-Repeat-Länge des hAR in den 93RShAR17 Zellen (A) und in den 
93RShAR33 (B) nach der Stimulation mit Testosteron in fünf verschiedenen Konzentrationen. Jede 
Zelllinie wurde mit der jeweiligen Testosteronkonzentration in drei unabhängigen biologischen 
Replikaten stimuliert (#1 bis #3). Nach der Berechnung ergeben sich für die 93RShAR17, 17 CAG-
repeats und für die 93RShAR33, 33 CAG-repeats. Als Kontrolle dienten jeweils drei biologische 




Zur Bestimmung einer endogenen Kontrolle für die Normierung der 
Stimulationsversuche mit Testosteron, wurde eine RT-qPCR mit einer Housekeeper-
Platte durchgeführt. Eine hohe Stimulationskonzentration von 10-6 M und eine niedrige 
von 10-9 M sollten Aufschluss darüber geben, bei welchen Genen sich die Expression 
nach der Testosteronstimulation am wenigsten änderte. Hierfür wurden die Ct-Werte 
der beiden stimulierten Konzentrationen mit den Ct-Werten der Kontrollen ohne 
Stimulation mit Testosteron normiert. Die Unterschiede in den ΔCt-Werten waren bei 
allen auf der Platte aufgetragenen Genen so gering, dass prinzipiell alle als endogene 
Kontrolle in Frage kamen. Es wurde daher keine Testosteronabhängigkeit berechnet, 
sondern die beiden Gene mit dem geringsten Unterschied in der Expression, in Bezug 
auf die beiden unterschiedlichen Testosteronkonzentrationen, ausgewählt. Die Gene 
UBC und Rplp2 wurden zur Normierung für die RT-qCR auf AR und Clusterin 
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Abb. 20: Auswahl geeigneter Housekeeping-Gene für die Ratte mit RT-qPCR. UBC (1. von links) und 
Rplp2 (6.von links) zeigten durch die Stimulation mit Testosteron in zwei Konzentrationen 10-6 M und 
10-9 M über 24 h nahezu keine Veränderung in der Genexpression.  
 
 
4.4. Genexpressionsvergleich testosteronstimulierte Zelllinien 
4.4.1. Expression von AR und Clusterin ohne Testosteronstimulation  
Zunächst wurde die Expression von AR und Clusterin in allen 3 Zelllinien, 93RS2,  
93RShAR17 und 93RShAR33 ermittelt, nachdem diese über 24h nur mit dem 
Lösungsmittel Ethanol „stimuliert“ wurden. Dies erfolgte um mögliche Unterschiede in 
der Expression ohne Stimulation mit Testosteron zu erkennen. Normiert wurde, wie 
auch in allen folgenden RT-qPCR Experimenten über die beiden Housekeeper UBC 
und Rplp2. Erwartungsgemäß zeigte sich kein Signal für einen hAR in den 93RS2 
Zellen. In den beiden transfizierten Zelllinien hingegen konnten wir eine starke, aber 
vergleichbare, Überexpression nachweisen. Clusterin wird in allen drei Zelllinien 
nahezu gleich exprimiert (Abb. 21). Sollte es zu einer unterschiedlich starken 
79 
 
Expression von Clusterin in den einzelnen Zelllinien nach Stimulation mit Testosteron 
kommen, kann eine grundsätzlich stark abweichende Genexpression zwischen den 
einzelnen Zelllinien als Ursache ausgeschlossen werden. Um zu verifizieren ob die 
RT-qPCR spezifische PCR-Produkte geliefert hatte, wurden diese zusätzlich auf ein 
Agarosegel aufgetragen (siehe 3.6.4.1). Es zeigten sich spezifische PCR-Produkte in 









































Abb. 21: Expression von AR und Clusterin in den drei Zelllinien 93RS2, 93RShAR17 und 93RShAR33 
nach der “Stimulation” mit dem Lösungsmittel Ethanol, ohne Testosteron. In den beiden transfizierten 
Zelllinien wurde der hAR vergleichbar stark exprimiert, in den 93RS2 gar nicht exprimiert. Clusterin 




Abb. 22: PCR-Produkte der RT-qPCR von AR und Clusterin in den drei Zelllinien 93RS2, 93RShAR17 
und 93RShAR33 in der Elektrophorese. Aufgetragen wurden jeweils 3 unabhängige biologische 
Replikate (#1 bis #3). Die 93RS2 Zellen (A) zeigten ein spezifisches Clusterin PCR-Produkt, kein Signal 
beim AR. Die 93RShAR17(B) und die 93RShAR33(C) Zellen zeigten ein spezifisches PCR Produkt 
sowohl für den AR, als auch für Clusterin. H2O diente als Negativkontrolle. 
4.4.2. Expressionsvergleich unter Testosteronstimulation  
Die Stimulation erfolgte für alle Zelllinien über 24 bzw. 48 Stunden mit den 
Testosteronkonzentrationen von 10-5 M bis 10-9 M. Es ergaben sich diesbezüglich 
keine Unterschiede. Daher werden nur die Daten der Stimulation über 24 Stunden 
gezeigt. Alle Versuche wurden jeweils als drei unabhängige biologische Replikate 
durchgeführt. Jeder Versuch wurde außerdem dreifach technisch repliziert. Die 
gezeigten Graphen stellen jeweils ein technisches Replikat da, da es nur minimale 
Abweichungen in den Ct-Werten gab, wurde auf die Bildung von Mittelwerten zwischen 
den technischen Replikaten verzichtet. Die Expression des AR zeigte im Vergleich der 
beiden Zelllinien 93RShAR17 und 93RShAR33 keinen Unterschied. Die Unterschiede 
in der Genexpression von Clusterin waren sehr gering, so dass hier die Ct-Werte 
aufgetragen wurden. Die Expression von Clusterin zeigte sich bei den 93RShAR17-
Zellen bei einer Testosteronkonzentration von 10-6 M und 10-7 M verändert (siehe Abb. 




Die 93RS2 Zellen zeigten keine Unterschiede in der Regulation von Clusterin (siehe 
Abb. 25). Die leichten Unterschiede in der Genexpression für Clu in den beiden 
Zelllinien lieferten den Hinweis, mit welchen Konzentrationen in weiteren Versuchen 




Abb. 23: Expression von AR (oben) und Clusterin (unten) in 93RShAR17 Zellen nach Stimulation mit 
Testosteron für 24h in den Konzentrationen 10-5M bis 10-9M. Der AR zeigte keine Unterschiede in der 
Expression, bei Clusterin zeigten sich bei den Testosteronkonzentrationen von 10-6M (*) und 10-7M die 
stärksten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. Als Kontrolle diente die “Stimulation” mit dem 






Abb. 24: Expression von AR (oben) und Clusterin (unten) in 93RShA33 Zellen nach Stimulation mit 
Testosteron für 24h in den Konzentrationen 10-5M bis 10-9M. Der AR zeigt keine Unterschiede in der 
Expression, bei Clusterin zeigten sich lediglich bei der Testosteronkonzentration von 10-6 (*) 










Abb. 25: Expression von Clusterin in 93RS2 Zellen nach Stimulation mit Testosteron für 24 h in den 
Konzentrationen 10-5 M bis 10-9 M. Es zeigten sich im Vergleich zur Kontrolle keine Unterschiede in der 
Expression von Clusterin. Als Kontrolle diente die “Stimulation” mit dem Lösungsmittel Ethanol ohne 
Testosteron.
 
Da sich lediglich bei der Stimulation mit Testosteron in der Konzentration von 10-6 M 
bei beiden Zelllinien erkennbare Unterschiede in der Genexpression von Clusterin 
zeigten, wurde die Stimulationsdauer mit Testosteron verändert. Diese wurde auf 1, 2 
und 8 Stunden beschränkt, um einen sich während der langen Stimulationsdauer 
wieder aufhebenden Effekt erkennen zu können. Diese Stimulation führten bei der 
Expression des AR wie erwartet zu keinerlei Veränderungen (siehe Abb. 26). Für 
Clusterin ergab sich lediglich bei der Stimulation über 1 Stunde eine leichte 
Veränderung (siehe Abb. 26) Die Daten von 2 und 8 Stunden werden nicht gezeigt, da 
dort keine Effekte erkannt werden konnten. Die Unterschiede in der Expression waren 
allerdings schon bei den Ct-Werten sehr gering, so dass auf eine statistische 
Auswertung verzichtet wurde. Die Ergebnisse der RT-qPCR konnten lediglich als 
Entscheidungshilfe in Bezug auf die zu untersuchenden Stimulationskonzentrationen 










Abb. 26: Expression von AR (oben) und Clusterin (unten) in allen 3 Zelllinien nach Stimulation mit 
Testosteron in der Konzentration von 10-6 M über 1 h. Bei 93RS2 (links) keine Expression, bei 
93RShAR17 (Mitte) und bei 93RShAR33 (rechts) keine Änderung in der Expression. Clusterin zeigte in 
den 93RS2 Zellen (links) im Vergleich zur Kontrolle keine veränderte Expression von Clusterin. Die 
93RShAR17(Mitte) und die 93RShAR 33 (rechts) zeigten eine geringe Veränderung in der Expression 





4.4.3. ELISA  
Zur Untersuchung der Regulation von Clusterin nach Stimulation mit Testosteron auf 
Proteinebene wurde ein ELISA durchgeführt. In den vorangegangenen RT-qPCR-
Versuchen zeigte sich eine geringfügige Veränderung der Genexpression lediglich bei 
den Testosteronkonzentrationen von 10-6 M und 10-7 M bei einer Stimulationsdauer 
von 24 Stunden und 1 Stunde. Die Extraktion der Proteine erfolgte aus Zellen die über 
48 Stunden mit den Testosteronkonzentrationen 10-6 M und 10-7 M, wie in 3.6 
beschrieben, stimuliert wurden. Da sich in Vorversuchen zur Proteinextraktion aus den 
Setoli-Zellen gezeigt hatte, dass eine messbare Proteinkonzentration teilweise erst 
nach etwa 48 h zu erzielen war. Es wurden drei unabhängige biologische Replikate in 
drei unabhängigen Ansätzen durchgeführt. Der ELISA wurde mit denselben Ansätzen 
(N1-N3) für jede Zelllinie durchgeführt, aus denen auch die RNA stammt, die nach 
cDNA-Synthese, für die RT-qPCR-Versuche eingesetzt wurden. 
Es konnte eine veränderte Proteinkonzentration (ng/ml) bei beiden 
Stimulationskonzentrationen (10-6 M und 10-7 M) im Vergleich zwischen den 
transfizierten Zelllinien 93RShAR17 und den untransfizierten 93RS2, den 
transfizierten 93RShAR33 und den untransfizierten 93RS2, als auch zwischen den 
transfizierten 93RShAR17 und 93RShAR33 gemessen werden. Dieser Unterschied 
war statistisch signifikant (siehe Abb. 27). Im Vergleich der beiden 
Stimulationskonzentrationen 10-6 M und 10-7 M innerhalb jeweils einer Zelllinie, stellte 
sich bei den 93RShAR17 kein signifikanter Unterschied in der gemessenen 
Proteinkonzentration von Clusterin ein. Beim Vergleich der Proteinkonzentrationen 
innerhalb der 93RS2 und der 93RShAR33 konnte ein signifikanter Unterschied 
zwischen den Konzentrationen gezeigt werden. Beide transfizierten Zelllinien zeigten 
eine signifikant veränderte Proteinkonzentration im Vergleich zu den untransfizierten 
93RS2-Zellen. Diese Effekte sind aber in Bezug auf die tatsächlich gemessenen 
Konzentrationen an Clusterin (ng/ml) gering, so dass sie auch in Bezug auf dieses in 
vitro Modell als nicht biologisch relevant eingestuft werden müssen. Es kann hier eher 
von einem tendenziellen Effekt gesprochen werden, der sich in der RT-qPCR mit den 
leichten Unterschieden in der Genexpression von Clusterin bei einer 
Stimulationskonzentration von 10-6 M Testosteron andeutete. Eine explizit veränderte 
Regulation von Clusterin als mögliche Folge einer unterschiedlichen CAG-Repeat-






Abb.27: Proteinkonzentration (ng/ml) von Clusterin in den Sertoli-Zelllinien 93RS2, 93RShAR17 und 
93RShAR33 nach 48 h Stimulation mit Testosteron in den Konzentrationen 10-6 M und 10- 7M. 
Aufgetragen sind Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten ermittelt in 3 unterschiedlichen Versuchen. 
Die Unterschiede in der Proteinkonzentration von Clusterin zeigten sich im Vergleich zwischen den 
93RShAR17und den 93RS2, den 93RShAR33 und den 93RS3, sowie den 93RShAR17 und den 
93RshAR33 bei einer Testosteronkonzentration von 10-6 M (oben) und 10-7 M (unten) als statistisch 
signifikant. Aufgrund der geringen Konzentrationsunterschiede zwischen untransfizierten (93RS2) und 





Sertoli-Zellen sind für den Ablauf einer physiologischen Spermatogenese unerlässlich 
(Griswold 1998), da sie als „Ammenzellen“ eine Vielzahl von Aufgaben im Keimtubulus 
übernehmen. Die Sertoli-Zellen exprimieren ein Protein, den AR, der als Ligand- 
abhängiger Transkriptionsfaktor fungiert und die Wirkung von Testosteron und 
Dihydrotestosteron vermittelt (Collins et al. 2003). Über den AR wird dann die 
Expression nachgeschalteter Gene reguliert. Die Bedeutung des AR für die männliche 
Geschlechtsentwicklung und für die Spermatogenese zeigten u.a. O`Schaughnessy et 
al. (2002) anhand einer Studie mit  AR Knock-Out-Mäusen. Das AR-Gen ist auf dem 
X-Chromosom lokalisiert (Brown et al. 1989) und zeigt auf Exon eins eine polymorphe 
Trinucleotidsequenz, das CAG-Repeat. Diese Trinukleotidsequenz hat  physiologisch 
eine mittlere Länge von 21±2 (Quigley et al. 1995), mit einer Spanne zwischen 9 und 
36 (Andrew et al.1997). Trinucleotiderkrankungen wie die Huntington-Disease (Moe et 
al. 2008) oder die Kennedys-Disease (La Sprada et al.1991) gehen unter anderem mit 
einer starken Verlängerung des CAG-Repeats einher. 
Untersuchungen zur Replikation des CAG-Repeats wurden in der Vergangenheit 
zumeist an Bakterien durchgeführt und es zeigten sich immer wieder Veränderungen 
in der Länge nach Replikation und Transfektion.  Die Ursache hierfür scheinen die 
Bildung von sogenannten Loops und oder Hairpins zu sein, die die Replikation durch 
die Polymerasen erheblich erschweren, beziehungsweise stören (Richards u. 
Sutherland 1994; Yu u. Mitas 1995; Pearson u. Sinden 1998). In der hier vorliegenden 
Arbeit wurden drei humane AR Klone mit einer definierten CAG-Repeat-Länge von 
CAG 14, CAG 18 und CAG 36 erstellt. Es zeigte sich in mehreren Sequenzierungen, 
dass besonders bei dem langen CAG-Repeat (36 Repeats)  während der Klonierung 
mittels E.coli Bakterien, immer wieder einzelne Repeats „verloren“ gingen. Dass bei 
einer Konierung kleinere Fehler, also Veränderungen einzelner Basen, im Vergleich 
zur ursprünglichen Sequenz durchaus auftreten, ist schon lange bekannt (Scharf et al. 
1986). Speziell bei E. coli konnte gezeigt werden, dass Arginin eine relativ seltene 
Aminosäure ist und es bei der Translation sehr leicht zu einem falschen Ablesen von 
CGG und CAG kommen kann (McNulty et al. 2003). Dies scheint somit bei allen 
Klonierungen mit Hilfe von E. coli-Bakterien und den entsprechenden Sequenzen 
wahrscheinlich. Es erfolgte  daher eine Sequenzierung der Klone vor jedem neuen 
Versuchsansatz, wenn eine Passage über E. coli-Bakterien durchgeführt wurde. 
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Um die möglichen Auswirkungen eines langen oder kurzen CAG-Repeats auf die 
Regulation des androgen-regulierten und damit testosteronabhängigen Gens Clusterin 
untersuchen zu können, mussten die Klone in Zellen transfiziert werden, die dieses 
Gen auch exprimieren. Für diese Fragestellung wurden immortalisierte Ratten Sertoli-
Zellen ausgewählt, da zu Beginn der Arbeit keine immortalisierte humane Sertoli-
Zelllinie mit den entsprechenden Eigenschaften zur Verfügung stand. Die zur 
Transfektion mit den AR-Klonen 18 und 36 ausgewählten Sertoli-Zellen der 
immortalisierten  Zelllinie  93RS2 (Jiang et al. 1997) stammen von 19 Tage alten 
Ratten. Weder aus den 93RS2, noch aus den von Mäusen stammenden WL3 Zellen 
(Mueller u. Korach 2001) ließ sich in Vorversuchen ein eigener AR amplifizieren. In 
eigenen Vorversuchen zur Kultivierung der Zellen (Wachstumsrate, Zellteilung, 
Anhaftung an den Kulturflaschen, Unempfindlichkeit beim Mediumwechsel und 
Passagieren; Daten nicht gezeigt) erwiesen sich die 93RS2 gegenüber den WL3 
allerdings im Vorteil. In den SCIT-C8-Zellen konnte ein eigener AR mittels RT-PCR 
deutlich nachgewiesen werden, obwohl die Autoren (Konrad et al. 2004) das Signal 
eines eigenen AR als nur sehr schwach bezeichneten. Die Expression eines AR 
konnte bei Ratten von Bremner et al. (1994) bereits ab Lebenstag fünf nachgewiesen 
werden. Da in den 93RS2 keinerlei Signal für einen eigenen AR detektiert werden 
konnte, war davon auszugehen, dass eine  Beeinflussung des transfizierten AR durch 
einen bereits vorhandenen AR nahezu ausgeschlossen, beziehungsweise  als nicht 
relevant angesehen werden kann.  
Bezüglich der speziesübergreifenden Transfektion, das heißt des humanen Proteins 
AR in eine Ratten-Sertoli-Zelle, sind keine substantiellen Transaktivierungsfehler zu 
erwarten, da die Sequenzen der beiden Proteine hAR (humaner AR) und rAR (Ratten 
AR)  fast identisch sind. Konkret zeigten sie sich im Sequenzvergleich die für die 
geplanten Stimulationsversuche entscheidenden Bereiche, die DNA- und die 
Liganden-Bindungs-Domäne, als sequentiell völlig identisch (Chang et al.1988).  
Transfiziert wurden die AR Konstrukte hAR18 und hAR36 in dem Epressionsvektor 
pcDNA 6.2 C-EmGFP  (Invitrogen), dieser besitzt c-terminal ein GFP (Green 
fluorescent protein). Dieses GFP ist nötig, um nach erfolgter Transfektion die Zellen 
optisch auf positive Transfektion detektieren und dann weiter unter Antibiotika-
Selektion kultivieren zu können. Aufgrund der Größe des GFP kann nicht völlig 
ausgeschlossen werden, dass dieses die Transaktivierungsfunktion des transfizierten 
humanen AR beeinflusst. Im Vergleich mit den nativen 93RS2-Zellen konnten nach 
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Transfektion mit dem Expressionsvektor aber keine Anzeichen für einen veränderten 
Phänotyp oder veränderte Kultureigenschaften, wie etwa frühzeitiges Ablösen von der 
Kulturflasche oder verlangsamte Wachstumsrate, beobachtet werden.  
Zur Transfektion der klonierten beiden AR/GFP-Fusionsproteine gibt es mehrere 
Methoden. Eine Methode ist die Calciumphoshat-Transfektion, bei der die Plasmid-
DNA an Calciumphosphatkristalle gebunden und von den Zellen durch Phagozytose 
aufgenommen werden kann (Chen u. Okayama 1987; Jordan u. Wurm 2004). Eine 
ähnliche Methode ist die DEAE-Dextran-Transfektion, die Plasmid-DNA wird zunächst 
mittels DEAE-Dextran präzipitiert und dann ebenfalls durch Phagozytose in die Zellen 
aufgenommen (Lopata et al. 1984; Takai u. Ohmori 1990). Eine weitere 
Transfektionsmethode stellt die Lipofektion da. Hierfür verwendet man kationische 
Lipide, die an die zu transfizierende Plasmid-DNA binden und diese in die Zellen 
einschleusen (Felgner et al. 1987; Rose et al. 1991).  
In dieser Arbeit wurde die Transfektion mittels Elektroporation durchgeführt, hierfür 
wird den Zellen in einer Plasmid-DNA-haltigen Lösung ein Stromstoß versetzt, 
wodurch sich in der Zellmembran temporäre Poren öffnen. Durch diese temporären 
Poren kann die Plasmid-DNA dann in die Zellen gelangen (Neumann et al. 1982, 
Sukharev et al. 1994).  
Nach erfolgter Transfektion zeigten die beiden Zelllinien 93RShAR18 und 93RShAR36 
keine phänotypischen Veränderungen im Vergleich zu den ursprünglichen 93RS2 
Zellen. In Bezug auf die Kultivierungseigenschaften ergaben sich keine Hinweise auf 
eine Beeinträchtigung der Zellen durch die Transfektion. Kultiviert wurden die Zellen 
bei 34 ° Celsius um eine schnellere Wachstumsrate zu erhalten, Jiang et al. (1997) 
kultivierten ihre Zellen bei 32° Celsius. Eine Temperatur von 34° Celsius sorgt aber 
nicht nur für ein schnelleres Wachstum der Zellen, sondern orientiert sich  an den in 
Vivo-Bedingungen adulter Ratten. Im Hoden adulter Ratten ist die Temperatur im 
Hoden etwa 3-3,5 °  Celsius niedriger als die mittlere Rektaltemperatur von 37°  
Celsius, wobei diese Temperaturdifferenz geringer ausfällt, je jünger die Ratten sind. 
Die Temperatur  von 33,5 bis 34 °Celsius scheint mit einer funktionellen Reife des 
Keimtubulus assoziiert zu sein (Kormano 1967). Daher sollten auch in Vitro keine 
negativen Auswirkungen bezüglich der Genexpression eintreten.  
Es ist seit langem bekannt, dass bei der Replikation von DNA-Abschnitten mittels PCR 
Lesefehler enstehen. Diese sind von mehrern Faktoren, wie der verwendeten 
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Polymerase, dem Puffer, der Anzahl der Zyklen, aber auch der zu replizierenden 
Sequenz abhängig. Allerdings scheint bei  der PCR auch der verwendeten 
Polymerasen eine große Bedeutung in Bezug auf die Lesefehlerhäufigkeit 
zuzukommen (Cline et al.1996).  
Es ist daher wahrscheinlich, dass Lesefehler, sowohl in den Bakterienzellen, aber auch 
in den transfizierten Zellen auftreten, da für deren DNA-Replikation ja ebenfalls 
Polymerasen verantwortlich sind. Lesefehler speziell bei der Replikation von 
repetitiven Sequenzen wie dem CAG-Repeat, ergeben sich oftmals durch die starken 
Wasserstoffbrückenbindungen, wie sie zwischen den Basen Guanin und Cytosin 
bestehen. Diese Anziehungskräfte können zur Bildung von hairpins und loops führen, 
die dann ein fehlerfreies Ablesen der DNA durch die Polymerasen erschweren, oder 
verhindern (Yu et al. 1995; Schimizu et al. 1996; Pearson u. Sinden 1998). Es ist nicht 
selten, dass auch einzelne oder mehrere Triplets verschwinden. Daher wurde nach 
Stimulation mit Testosteron eine SDS-PAGE-PCR durchgeführt um die genaue CAG-
Repeat-Länge zu bestimmen. 
Bei den 93RShAR18 Zellen zeigte die SDS-PAGE-PCR den Verlust eines 
Basenpaares, bei den 93RShAR36 Zellen den Verlust von 3 Basenpaaren. Diese 
Zellen wurden entsprechend ihrer CAG-Repeat-Länge 93RShAR17 und 93RShAR33 
benannt. Die zu untersuchenden CAG-Repeats stammen alle aus einer Sertoli-
Zellpopulation. Unterschiede in der CAG-Repeat-Länge, nicht nur zwischen Blut-DNA 
und Hodengewebe, sondern auch innerhalb der einzelnen Zellpopulationen konnten 
von Fietz et. al (2011) gezeigt werden. In den beiden Sertoli-Zellsystemen, mit der 
Expression von hAR17 und hAR33, konnte dies nicht beobachtet werden. Eine 
Begründung hierfür konnte nicht gefunden werden. 
Obwohl sich die CAG-Repeat-Länge der beiden Zelllinien innerhalb der angegebenen 
physiologischen Varianz von 9 bis 36 (Andrew et al. 1997) deutlich unterscheidet, 
konnten praktisch keine Unterschiede in der mRNA-Expression des AR gefunden 
werden. In den 93RShAR33 Zellen gibt es unter den verschiedenen 
Testosteronkonzentrationen eine minimale Variation in der mRNA-Expression des 
hAR, die nach meiner Meinung aber keinen Effekt auf die Expression von 
nachgeschalteten Genen haben kann. Diese Annahme wird gestützt von Shan et al. 
1997, die in einer Studie zeigten, dass eine Behandlung mit Androgenen bei Sertoli-
Zellen von 21 Tage alten Ratten keinen Effekt auf die mRNA-Expression des AR hat. 
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Es konnte aber auch gezeigt werden, dass die Behandlung mit Androgenen bei Sertoli-
Zellen von 35- 90 Tage alten Ratten zu einer herabgesetzten Expression des AR 
führen kann. Die 93RS Zellen stammen von 19 Tage alten Ratten, daher können diese 
minimalen Schwankungen mit einer biologischen Varianz erklärt werden. Es wurde 
nach der Transfektion bewusst auf die Kultivierung nur eines einzelnen Zellklones 
verzichtet, um die Eigenschaften sämtlicher den hAR exprimierenden Sertolizellen zu 
untersuchen. Unterschiede in der Expression sollten so ausgeglichen und deren 
Effekte minimiert werden. 
Stellvertretend für AR abhängige Zielgene wurde die Expression von Clusterin (SGP-
2) sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene untersucht. Die Expression von 
Clusterin wird in diversen Geweben nachgewiesen. Die Funktionen haben eine große 
Bandbreite, die vom Lipidtransport über die Spermienreifung, die Initiation der 
Apoptose, der Protektion von Membranen bis hin zur Vermittlung von Zell- zu Zell-
Interaktionen reicht (Rosenberg u. Silkensen 1995). Clusterin wird außerdem als ein 
Marker für die Reifung der Sertoli-Zellen angesehen. Die Expression steigt bei Ratten 
in einem Alter von 10 bis 20 Tagen stark an und ist danach gleichbleibend (Plotton et 
al. 2005). Eine Veränderung der Genexpressionslevel generell kann zu einer 
verzögerten oder teilweise ausbleibenden Reifung der Sertoli-Zellen und damit zu 
herabgesetzter oder nicht vollständig ablaufender Spermatogenese führen (Morales et 
al. 1987). Aus diesem Grund erscheint das Gen Clusterin, da für die Sertoli-Zellreifung 
mit verantwortlich, als guter Marker für diese Untersuchungen.  Die Regulation von 
Clusterin ist nicht vollständig verstanden, diese scheint aber maßgeblich über 
Sexualhormone bestimmt zu sein, so konnte von Wünsche et al. (1998) eine 
Regulation über Östrogen festgestellt werden. Heikaus et al. zeigten 2002 die 
Ansprechbarkeit von einigen Genen wie Connexin 43, Connexin 26 und Clusterin für 
Östrogene, aber auch für Östrogenrezeptormodulatoren und Phytoöstrogene. In 
epithelialen Zellen der Prostata konnte über Chromatin-Immunpräzipitation eine 
direkte Interaktion des AR mit einer regulatorisch wichtigen Region auf den Clusterin-
Gen nachgewiesen werden, die die Transkription von Clusterin erhöht (Cochrane et 
al. 2007). Daher gehen einige Autore  davon aus, dass die Regulation von Clusterin 
maßgeblich über den AR erfolgt (Wong et al. 1994; Rosemblit u. Chen 1994). Obwohl 
die Regulation der Expression von Clusterin nicht vollständig verstanden ist, scheint 
eine Beeinflussung durch Steroidhormone, gewebeabhängig, vermittelt über AR oder 
ER (Östrogenrezeptor) unstrittig. Es konnte in den 93RShAR17 und 93RShAR33 nach 
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Stimulation mit Testosteron in den Konzentrationen 10-6 M und 10-7 M eine leichte 
Veränderung in der Expression gezeigt werden, wobei sich die Expression des AR 
nicht nennenswert veränderte. Ob diese Veränderung in der Genexpression von 
Clusterin aber als dosisabhängig bezeichnet werden kann, ist nicht klar. Diese 
Veränderung der Clusterinexpression, respektive deren Runterregulation durch 
Testosteron ist nach wie vor in der Diskussion. Betuzzi et al. fanden bereits 1989 eine 
von Androgenen runterregulierte mRNA in der ventralen Prostata der Ratte, die für 
SGP-2 (Clusterin) codiert. Im Körper und im Schwanz des Nebenhodens der Ratte 
konnte ebenfalls eine Runterregulation der mRNA-Expression von Clusterin 
nachgewiesen werden (Cyr u. Robaire 1992). In einem in Vitro-Modell an LNCaP–
Zellen konnte eine Isoform des humanen Clusterin nachgewiesen werden, dessen 
Expression nicht von Testosteron runterreguliert wird (Cochrane et al. 2006).  
Eine solche von Testosteron nicht runterregulierte Isoform ist für die Ratte nicht 
beschrieben, deren Existenz kann aber nicht generell ausgeschlossen werden. Der 
Focus wurde auf Clusterin der Ratte NM_053021 gelegt, das als von Testosteron 
runterreguliert angesehen wird. Die Primer für die RT-qPCR als auch die Antikörper 
für den ELISA wurden anhand entsprechender Sequenz ausgewählt.  
Die Zellen wurden mit den Testosteronkonzentrationen 10-5 M bis 10-9 M stimuliert um 
mögliche Effekt zu sehen. Sowohl in den 93RShAR17- als auch in den 93RShAR33-
Zellen konnte lediglich bei einer Testosteronkonzentration von 10-6 M und bei den 
93RShAR17 zusätzlich bei einer Testosteronkonzentration von 10-7 M eine schwache 
Veränderung der Genexpression mRNA-Ebene gemessen werden. Die zur 
Stimulation verwendeten Testosteronkonzentrationen sind teilweise sehr hoch und 
sind in Vivo bei der Ratte deutlich niedriger (Resko et al. 1968; Podesta et al. 1974). 
Allerdings kann ein in Vitro-System nicht eins zu eins auf die Verhältnisse in Vivo 
übertragen werden. Es konnte andererseits von Yon et al. (2007) gezeigt werden, dass 
die mRNA-Expression von Clusterin bei 5 Wochen alten Spraque-Dawley-Ratten 
durch eine  orale Testosterontagesdosis von 50 µg/kg/Tag zu einer signifikanten 
Hochregulation führte. Eine orale Testosterontagesdosis von 200 und 1000 µg/kg/Tag 
hingegen führte zu einer signifikanten Runterregulation der mRNA-Expression von 
Clusterin. Bei diesem Versuch ist in Vivo erst nach einer sehr hohen Testosterongabe 
eine Runterregulierung von Clusterin gemessen worden. In den definierten in Vitro 
Systemen mit 93RShAR17 und 93RAhAR33 Zellen wird daher angenommen, dass die 
signifikanten Unterschiede in der gemessenen Menge an Clusterin (ng/ml) in sofern 
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dosisabhängig sind, als dass es in diesen in Vitro Systemen nur in diesen hohen 
Testosteronkonzentrationen überhaupt eine Regulation gab. 
Die Expression von Clusterin als über den AR reguliertes und damit vermeintlich 
testosteronabhängiges Gen wurde auf mRNA und Proteinebene gemessen. In den 
beiden stabil mit einem humanen AR transfizierten Zelllinien 93RShAR17 und 
93RShAR33 konnte eine Veränderung der Genexpression und eine reduzierte 
Proteinkonzentration von Clusterin im Vergleich zu den untransfizierten 93RS2-Zellen 
gefunden werden. Die Versuchsbedingungen konnten für diese Zellsysteme normiert 
werden und sind nahezu identisch. Im Vergleich der beiden mit den AR 
exprimierenden Zellsysteme konnten ebenfalls Unterschiede in der 
Proteinkonzentration von Clusterin  gemessen werden. Die Längen des CAG-Repeats 
im jeweiligen hAR liegen weit auseinander und es gibt einen statistisch signifikanten 
Unterschied in der Proteinkonzentration an Clusterin zwischen dem AR17 und dem 
AR33.  
Neonen et al. zeigten 2010 in einer Promotorstudie, dass ein AR mit einer CAG-
Repeat-Länge im physiologischen Mittel bezüglich der Transkription aktiver ist, als ein 
AR mit kürzerem oder längerem Repeat. Wohingegen mehrere Studien auf mRNA- 
und auf Proteinebene keine Korrelation zwischen einem verlängerten CAG-Repeat 
und einer fehlerhaften Spermatogenese und oder Unfruchtbarkeit sehen (Dadze et 
al.2000; Rajpert et al. 2002; Westerfeld 2008). Keine Abweichung vom 
physiologischen Mittel in der CAG-Repeat-Länge fanden Badran et al. (2009), 
zwischen einer Gruppe von 129 klinisch ausgesuchten infertilen Männern und einer 
aus 52 fertilen Männern bestehenden Kontrollgruppe. Die DNA des AR wurde hierzu 
aus dem peripheren Blut amplifiziert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die CAG-Repeat-
Länge lediglich einen Einfluß auf die Fertiltät haben kann, aber dass die CAG-Repeat-
Länge nicht allein für eine Infertilität verantwortlich gemacht werden kann. In einer 
kontrollierten klinischen Studie aus Finnland an 62 infertilen Männern, und 60 Männern 
mit normaler Spermatogenese, fanden Lund et al. (2003) bei zwei Männern eine 
Mutation am Beginn der Transaktivierungs-Domäne des AR. Diese konnte bei den 
anderen 60 infertilen Männern nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen 
auf, dass die Regulation von dem AR nachgeschalteten Genen nicht nur, vielleicht 
nicht mal maßgeblich durch die CAG-Repeat Länge beeinflusst wird.  Die Daten von 
Huhtaniemi et al. aus 2009 legen nahe, dass eine herabgesetzte Rezeptoraktivität bis 
zu einem gewissen Punkt mit einem erhöhten Testosteronspiegel  abgefangen werden 
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könnte. Des Weiteren steige auch das Level an Östrogen proportional mit dem 
Testosteron, was dann wiederum die Fruchtbarkeit beeinflussen könne. 
Zusammenfassend konnten in zwei unterschiedlichen stabil mit einem hAR 
transfizierten Sertoli-Zelllinien die Expression des humanen AR und des für die 
Spermatogenese relevanten Gens Clusterin nachweisen werden. Es zeigten sich bei 
beiden Zellsysteme leichte Unterschiede in der Genexpression von Clusterin auf 
mRNA-Ebene, nach Stimulation mit zwei hohen Testosteronkonzentrationen (10-6 M 
und 10-7 M). Auf Proteinebene konnte nach Stimulaton mit Testosteron in denselben 
beiden Konzentrationen bei Clusterin eine statstisch signifikant unterschiedliche 
Proteinkonzentation (ng/ml) gemessen werden. Dies bezog sich auf die beiden 
transfizierten Zelllinien 93RShAR17 und 93RShAR33 im Vergleich zu den 
untransfizierten 93RS2-Zellen. Die Unterschiede waren aber gemessen an der 
absoluten Proteinkonzentration (ng/ml) gering, so dass nicht von einer biologischen 
Relevanz ausgegangen werden konnte. Es schien für diese In Vitro-Modelle eine 
Konzentrationsabhängigkeit bezüglich der Konzentration von Testosteron zu 
bestehen. Diese aber in dem Zusammenhang, bei welchen Konzentrationen konnten 
im Vergleich zu den untransfizierten Zellen überhaupt Veränderungen auf mRNA-
Ebene und Protein-Ebene beobachtet werden.  
Ein Rückschluß ob der AR mit einer CAG-Repeat-Länge von 17 im Vergleich zum AR 
mit der CAG-Repeat-Länge 33 bei unterschiedlichen Testosteronkonzentrationen 
mehr oder weniger aktiv ist und ob dadurch das androgenregulierte Gen Clusterin 
stärker exprimiert wird, konnte nicht gezogen werden. 
In einer weiterführenden Arbeit von Fietz et al. (2015) bestand das Interesse darin zu 
untersuchen, welche anderen Gene in den beiden Zellsystemen nach 
Testosteronstimulation überhaupt reguliert werden und welche davon wiederum einen 
Bezug zur Spermatogenese haben. Diese Untersuchung wurde mittels Micro-Array 
durchgeführt und es zeigten sich 672 regulierte Gene, davon 200 hochreguliert und 
472 runterreguliert, wobei 24 Gene als Kandidaten Gene für die Spermatogenese 
identifiziert werden konnten. Es konnte gezeigt werden, dass die Transfektion des AR 
an sich schon zu einer Veränderung der Genexpression in den Sertoli-Zellen führt. 
Diese Effekte wurden ohne eine Stimulation mit Testosteron gemessen, was  eine 
wichtige Erkenntnis in Bezug auf Daten, die auf in vitro Zellsystemen beruhen, in denen 




Androgene spielen für den Ablauf der Spermatogenese eine Schlüsselrolle. Ihre 
Wirkung wird über den Androgenrezeptor (AR) vermittelt, dessen genetische 
Information sich auf dem X-Chromosom befindet und aus 8 Exonen besteht. Exon 1 
codiert für eine repetitive Sequenz, das sogenannte CAG-Repeat. Die Länge des 
CAG-Repeat variiert physiologisch von 9 bis 36 Repeats. Es gibt bezüglich der CAG-
Repeat-Länge und dessen Einfluß auf die androgenabhängige Transaktivierung des 
AR verschiedene Ergebnisse. Einige Autoren sehen einen Zusammenhang mit der 
CAG-Repeat-Länge, andere nicht. 
In dieser Arbeit ist anhand eines neu entwickelten Sertoli-Zellmodels dieser 
Zusammenhang exemplarisch an der mRNA- und Proteinexpression von Clusterin 
(Sulphated Glycoprotein-2), einem ubiquitär exprimierten Glykoprotein, untersucht 
worden. Clusterin ist ein ursprünglich in der Prostata gefundenes Androgen-
reprimiertes Gen, das im Hoden hauptsächlich in Sertoli-Zellen exprimiert wird. 
Clusterin wird mit einer Reihe von physiologischen Funktionen, wie Zell-Zell-
Interaktionen und Apoptose in Zusammenhang gebracht. Daher erschien Clusterin als 
ein guter Marker für die geplanten Untersuchungen  
Zunächst wurden zwei komplette hAR mit den CAG-Repeat Längen 18 und 36 in einen 
Expressionsvektor mit einem anhängenden GFP kloniert. Jeder dieser beiden 
Vektoren wurde in die präpubertären Ratten-Sertoli Zellen 93RS2 transfiziert, die 
keinen eigenen AR exprimieren. Die zwei neuen Sertoli Zelllinien 93RShAR18 und 
93RShAR36 wurden mittels RT-PCR, quantitativer RT-PCR und Western Blot 
charakterisiert, um sicherzustellen das der transfizierte hAR exprimiert wird und 
sowohl auf mRNA-Ebene, als auch auf Proteinebene nachweisbar ist. Nach der 
Stimulation mit Testosteron konnte nicht ausgeschlossen werden, dass sich die CAG-
Repeat-Länge bei der Replikation in den Zelllinien geändert hatte. Die Bestimmung 
der CAG-Repeat-Länge erfolgte durch eine SDS-PAGE-PCR. Es zeigte sich der 
Verlust eines CAG bei den 93RShAR18 und der Verlust von 3 CAG bei den 
93RShAR36, daher wurden die Zellen für die Stimulationsversuche in 93RShAR17 
und 93RShAR33 umbenannt. 
Ohne die Stimulation mit Testosteron konnten in den beiden Zelllinien 93RShAR17 
und 93RShAR33 nahezu identische Expressionslevel von hAR und Clusterin gezeigt 
werden. Nach Stimulation mit Testosteron ergaben sich lediglich bei der 
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Testosteronkonzentration von 10-6 M in dem 93RShAR33-Zellensystem und bei den 
Testosteronkonzentrationen 10-6 M und 10-7 M in dem 93RShAR17-Zellsystem leichte 
Veränderungen in der Genexpression von Clusterin. Im Vergleich der beiden 
Zellsysteme 93RShAR17 und 93RShAR33 ergaben sich keine nennenswerten 
Unterschiede in der Expression von Clusterin und dem hAR auf mRNA-Ebene. Auf 
Proteinebene konnten mittels ELISA nach Stimulation mit den 
Testosteronkonzentrationen 10-6 M und 10-7 M über 48 Stunden statistisch signifikante 
Unterschiede in der Clusterinkonzentration (ng/ml) im Vergleich der beiden 
Zellsysteme mit den untransfizierten 93RS2-Zellen, als auch im Vergleich der 
Zellsysteme untereinander gemessen werden. Diese Unterschiede waren gering, so 
dass ihnen keine wirklich unterschiedliche Trankskriptionaktivität des AR unterstellt 
und damit eine biologische Bedeutung beigemessen werden konnte. Für diese beiden 
Zellsysteme konnte somit kein relevanter Unterschied in der Transaktivierungsfunktion 
des AR mit unterschiedlicher CAG-Repeat-Länge innerhalb der physiologischen 
Varianz, bezogen auf die Expression von Clusterin, gefunden werden.  
In einer weitergehenden Arbeit mit diesen Zellsystemen konnte an mehreren 
Kandidatengenen für die Spermatogenese gezeigt werden, dass nur die Transfektion 














Androgens play key roles in spermatogenesis. Their effects are mediated by the 
androgen receptor (AR), being located on the X chromosome and consisting of 8 
exons. Exon 1 encodes a polyglutamine (CAG) repeat with a polymorphic length 
between 9 and 36. A connection between the CAG repeat length and the testosterone 
dependent transactivation of the AR is still in discussion.  
We want to examine this possible connection exemplary for AR dependent genes at 
the mRNA- and protein expression of clusterin (Sulphated Glycoprotein-2, Clu). Clu is 
one of the major proteins secreted by Sertoli cells in the testis. It was first lokalised in 
prostate and is known as an Androgen depressed gen, with a variety of physiological 
roles. So it might be predestined it as a good marker for this present studie.  
First two full length human AR (hAR), CAG repeat length 18 and CAG repeat length 
36 were created and cloned into an expression vector with a terminal GFP. Each of 
them was transfected in the prepubertal rat Sertoli cell line 93RS2. Before transfection 
it was assured that this cell line does not express an own AR by PCR. The new cell 
lines 93RShAR18 (18 CAG) and 93RShAR36 (36 CAG) were characterized by RT-
PCR, quantitative RT-PCR and Western blot. So the expression of the transfected hAR 
could be varified in the two new Sertoli cell lines 93RShAR18 and 93RShAR36 as well 
on mRNA- as on protein level. After stimulation with testosterone, it was necessary to 
review the sequence of the AR, because in the Sertoli cells CAG repeats could get lost 
by replication failure. We lost one CAG in the 93RShAR18 and three CAG in the 
93RShAR36 cells. So for the stimulation experiments we renamed the cells in 
93RShAR17 and 93RShAR33. 
Without testosterone stimulation the mRNA expression of hAR and Clu in the 
transfected cell lines was nearly equal. The mRNA expression of hAR after stimulation 
with testosterone in five different concentrations seems only minor regulated. Only 
minor differences in Clu mRNA expression by quantitative RT-PCR in comparison of 
the transfected cell lines 93RShAR17 and 93RShAR33 among themselves and in 
comparison of the transfected cell lines 93RShAR17 and 93RShAR33 with the 
untransfected 93RS2 cells was found. The Clu mRNA expression in the 93RShAR33 
only showed a minor alteration at 10-6 M in the 93RShAR17 at 10-6 M and 10-7 M. In 
comparison between the two transfected Sertoli cell lines among themselves, and 
98 
 
among the untransfected 93RS2 cell line a significant difference in the protein 
expression of Clusterin could be detected. But this difference is relatively small, so it 
could not attached this small effect to a biological relevance. For this two Sertoli cell 
models a supposed measurable difference in transactivation of hAR with different CAG 
repeat length in a physiological range by the protein-expression of Clu did not exist.  
In a further study of candidate genes for spermatogenesis, it was shown by micro-
array, that only the transfection of the hAR, without stimulation of testosterone, already 
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